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Inrropuction. — Les préparations habituelles, entre lame 
et lamelle de verre, offrent de mauvaises conditions d’exis- 
tence aux organismes vivants qu’elles contiennent. Il est, de 
la sorte, exceptionnel de conserver ceux-ci pendant un temps 
assez long pour suivre leur développement : leurs réactions 
physiologiques se trouvant alors rapidement altérées. 

Les méthodes d’examen en goutte pendante ou en chambre 
humide ont réalisé un progrés remarquable. Ces techniques 
sont encore largement utilisées ; elles rendent possibles l’cbser- 
vation prolongée et méme lexpérimentation (Ranvier). De 
nombreuses modifications y ont été d’ailleurs apportées, en 
particulier pour leur adaptation aux cultures de tissus et @ la 
micromanipulation : A. Carrel (1929), Borrel (1926), Péterfi 
(1920), etc. 

Cependant, tous ces dispositifs présentent certains inconvé- 
nients et, en particulier, celui de ne pas permettre l’examen 
correct et la photographie aux forts grossissements du micros- 
cope, par suite de leur 6paisseur et aussi par le manque de 
fixité des objets flottant dans la grosse goutte liquide sus- 
pendue. 

D’autre part, il est difficile d’éviter l’évaporation et la forma- 
tion de buée sur les parois non recouvertes de liquide. 

A Voccasion d’une communication publiée en 1932, nous 
avons indigué une technique de préparations sous l’huile de 
paraffine que nous utilisions déja depuis plusieurs années (1). 
Nous avons apporté quelques perfectionnements a notre 
méthode et les nombreuses applications journalitres qui en 
furent faites depuis ont pleinement confirmé l’intérét que nous 
lui reconnaissions. C’est pourquoi nous estimons utile de 
donner ici une description détaillée des dispositifs employés 
et d’indiquer un certain nombre de résultats acquis. 


(1) Aprés la rédaction de cet article, nous avons eu connaissance 
d’une technique de Biffi (1908), consistant 4 déposer sur une goutte 
d’huile de paraffine (elle-méme placée sur un porte-objet) une lamelle 
contre laquelle a été effectué un frottis humide. Nos premiers essais 
furent analogues (d’aprés M. Langeron, 1925). 
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al fe 13 Ts 
I. — TECHNIQUE GENERALE DE LA PREPARATION SOUS L’HUILE. 


Voici le mode opératoire que nous indiquions en 1932 
(fig. 1): 

« Une goutte d’huile de paraffine (2) est déposée au centre 
d’une lamelle couvre-objet maintenue horizontalement, sous 
le microscope, au moyen d’un petit support métallique (fig. 1 A. 
et fig. 2). Puis, dans une fine pipette, reliée & sa bouche 


Fie. 4. — Réalisation dune préparation sous Vhuile de paraffine. 


par un tube de caoutchouc (8), l’opérateur aspire une petite 
quantité du liquide aqueux contenant en suspension les micro- 
organismes 4 étudier. Ensuite, la pointe de cette pipette est 
dirigée & la main jusqu’au centre de la goutte d’huile, au 
contact de la Jamelle. En soufflant légérement, le liquide 
aqueux sort de la pipette et s’étale sous l’huile, contre la sur- 


(2) Huile de paraffine (ou de vaseline) médicinale : nous utilisons de 
préférence la marque Vasolaxine, Fournier fréres. 

(8) La région effilée de cette « pipette 4 bouche » (fig. 3) ne doit 
pas étre trop longue ; la pointe sera trés fine, mais cependant avec 
une lumiére relativement large. Pour l’obtenir, nous partons d’un 
tube de verre de 6 millimétres de diamétre extérieur, 4 paroi de 
1 millimétre environ d’épaisseur, ayant 15 centimétres de longueur. 

On étire une paire de pipettes Pasteur, en exergant une forte trac- 
tion, en dehors de la flamme, dés que le verre commence a se ramollir. 

Aprés avoir séparé ces pipettes, on procéde 4 un second étirage, 
4 environ 12 centimétres de l’embouchure, afin d’obtenir la pointe 
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face de verre (fig. 1, B). On régle alors, au faible grossisse- 
ment du microscope, l’épaisseur de la couche aqueuse, en 
aspirant Vexcés de liquide jusqu’a ce que les cellules vivantes 
soient, au besoin, légérement comprimées entre la lamelle et 
la couche d’huile (fig. 1, C). Des infusoires ciliés, par exemple, 
peuvent ainsi étre immobilisés. » C’est encore par ce moyen 
que nous avons pressé légérement des cellules de Triton 


Fre. 2. — Support de lamelle servant & la confection des préparations. 


en voie de caryocinése, afin d’améliorer la visibilité des 
détails de structure (1934), Pl. I, C, D). 

L’examen microscopique de ces préparations s’elfectuant a 
travers la lamelle, celle-ci doit étre retournée de 180°. On 
peut se contenter de la maintenir ainsi par le support métal- 
lique (fig. 4, D et fig. 2). 


fine. Pour cette opération, on utilise la veilleuse du bec Bunsen. Les 
extrémités de la pipette sont tenues solidement entre le pouce et 
l’index de chaque main ; l’emplacement choisi est porté A environ 
5 centimetres au-dessus de la pointe de la flamme, tout en effectuant 
une forte traction. Dans ces conditions, le tube s’étire brusquement. 
On coupe l’effilure dans la région ott son diamétre est jugé convenable. 
Cette pipette est raccordée & un tube de caoutchouc, de 70 centimétres 
de longueur, dont l’extrémité libre est pourvue d’une piece buccale 
constituée par un petit tube de verre. 
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Les liquides aqueux adhérent au verre plus fortement que 
Vhuile et, méme en couche trés mince, ils n’ont pas tendance 
a s’en détacher ; ils sont cependant protégés de lévaporation 
par Vhuile qui les recouvre. Les gouttes pendantes, ainsi 
enrobées, se conservent donc fort bien & lair libre et la cham- 
bre humide extérieure devient inutile. 

L’un de nous (de Fonbrune, 1935) a montré lusage que 


Fic. 3. — Introduction dun liquide dans une chambre a huile, 
au moyen d'une pipette a bouche. 


Von fait de ces préparations sous l’huile, pour les opérations 
elfectuées a l’aide du micromanipulateur pneumatique qu'il 
a créé, 

Dans Je méme travail, il est indiqué comment on remédie a 
Vinconvénient dt a la courbure de la goutte réalisée dans le 
dispositif primitif. 


La CHAMBRE A HUILE. — Voici une facon trés simple de la 
construire. On découpe dans une plaque de verre d’épaisseur 
uniforme (1 4 3 millimétres), deux cales rectangulaires, d’en- 
viron 35 x 25 millimétres. Celles-ci sont disposées aux extré- 
mités d’une lame de 70 x 35 millimétres ; leur écartement 
est donc de 20 millimétres. On colle ces bandes a chaud, dans 
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cette position, au moyen de gomme laque (fig. 3). Le dispo- 
sitif ainsi réalisé est destiné & supporter une lamelle de 
22 x 32 millimetres, au centre de laquelle la préparation a 
été effectuée comme indiqué. Généralement, la goutte d’huile 
suspendue est d’une épaisseur insuffisante pour attemdre le 
porte-objet. On provoque ce contact en introduisant de l’huile 
de vaseline, 4 l’aide d’une pipette, par une des ouvertures 
latérales, et jusqu’& remplir presque entiérement l’espace 
compris entre la lamelle, la lame et les cales. 

Les forces capillaires maintiennent l’huile dans cette 
enceinte et font adhérer fortement la lamelle aux cales de 
verre. Mais il faut éviter, bien entendu, d’incliner fortement 
la chambre pendant son transport. 

La gomme laque ne supporte pas les opérations de stérili- 
sation. Pour cette raison, nous avons fait construire des 
porte-objets analogues, collés au silicate ou, d’uné seule piece, 
en glace taillée (fig. 12). Les ouvertures latérales de ces cham- 
bres ont une hauteur de 2 millim. 5, qui est trés suffisante 
pour retenir Phuile par capillarité et pour introduire les ins- 
truments servant a la micro-manipulation. 

Cette chambre a huile, remplie d’un milieu trés homogéne 
et dont Vindice de réfraction est peu différent de celui du 
verre, présente déja d’excellentes qualités optiques ; Iépais- 
seur totale, ne dépassant pas 5 millimétres, autorise usage 
des condensateurs moyennement diaphragmés. 


CHAMBRE A HUILE D’EPAISSEUR REGLABLE, POUR L’ULTRAMI- 
CROSCOPIE ET LA MICROGRAPHIE. — Ayant reconnu d’importants 
avantages aux préparations sous huile, en dehors méme de 
la micromanipulation, nous avons réalisé une chambre 
d’épaisseur moindre, permettant d’utiliser les plus grandes 
ouvertures numériques des condensateurs du microscope, et 
par conséquent d’obtenir aussi l’éclairage latéral sur fond 
noir, par le condensateur cardioide. 

Le dispositif est ainsi constitué (fig. 4) : 

1° Un support de lamelle. — C’est un anneau plat métal- 
lique portant 4 sa périphérie trois vis calantes lui servant de 
pieds. A Vintérieur de l’anneau et dirigées vers le centre, 
sont fixées symétriquement trois 6querres surbaissées, prolon.- 
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gées chacune par un onglet. L’écartement des trois onglets 
est calculé pour qu’ils puissent supporter une lamelle ronde 
de 22 millimétres de diamétre, que nous utilisons alors. 

2° La cuvette a huile. — Elle est formée d’un court cylindre 
métallique de 4 millimétres de hauteur et de 40 millimétres 
de diamétre, dont le fond est obturé par un disque de verre 
mince (20/100 de millimétre), collé & la gomme laque. 

Pour l’examen microscopique, la cuvette est disposée entre 


iG. 4. — Disposilion sous le microscope de la chambre a hauteur réglable, 
utilisée pour l’examen sur fond noir et la micrographie. 


les pieds du support de lamelle ; ceux-ci reposent directement 
sur la platine du microscope. 

Une échancrure du support facilite la substitution des 
objectifs. 

La lamelle étant soutenue horizontalement par les onglets, 
on régle la distance qui la sépare du fond de la cuvette en 
agissant sur les vis calantes. Cet espace est rempli ‘d’huile 
dont l’excés peut éventuellement se répandre a la périphérie. 

L’épaisseur totale des milieux transparents peut varier de 
0 millim. 5 4 3 millimétres. On la régle 4 4 millimétre pour 
utiliser, dans les meilleures conditions, les condensateurs 
achromatique ou cardioide. 
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Pour les examens en série sur fond noir, ce dispositif est 
extrémement commode, car une préparation sur lamelle peut 
étre rapidement subsiituée & une autre, sans que l’on ail a 
modifier le réglage du condensateur, établi une fois pour 
toutes. 


BATTERIE DE CHAMBRES A HUILE. — L’étude des organismes 
vivants nécessite parfois un grand nombre de préparations qui 
doivent étre observées fréquemment et systématiquement, pour 


Fic. 5. — Batterie de cing chambres, en boitle de Petri. 
On distingue des ménisques d’huile sous les lamelles. 


suivre leurs modifications éventuelles. Ce cas se présente en 
particulier pour les cultures de tissus. I] est alors commode de 
grouper un certain nombre de chambres a huile. Nous avons 
réalisé le dispositif suivant qui donne de grandes facilités de 
travail (fig. 5). 

Un support multiple est constitué par une plaque ajourée 
en duralumin, de forme pentagonale, qu’on dépose dans une 
boite de Petri, ou elle s’inscrit exactement. Cette plaque a été 
découpée de facon a recevoir cing lamelles rondes, de 22 milli- 
métres de diamétre, qui sont soutenues chacune en trois points 
de leur périphérie par des languettes, 4 2 millim. 5 au-dessus 
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du fond de la boite. Chaque emplacement est numéroté et le 
glissement latéral des lamelles est empéché par de petits ergots 
entre lesquels elles sont déposées (fig. 6). 

Les préparations étant mises en place, la provision d’huile 
est introduite a la pipette, sous chacune d’elles. I] faut de plus 
quun excés d’huile passe sous la plaque métallique, afin 
d’assurer sa bonne répartition. 

La boite de Petri, munie de son couvercle, peut ensuite étre 
portée dans I’étuve de cultures. 


Fic. 6. — Aspect dune préparation sur disque de gélose. 
La Jamelle ronde est maintenue sur des onglets, 4 3 millimétres du fond. 


Pour l’examen, la boite est posée ouverte sur la platine du 
microscope et ainsi, trés rapidement, on peut passer en revue 
les cing préparations, méme & un fort grossissement. Si l’une 
de celles-ci présente un intérét pour la micromanipulation ou 
la photographie, rien n’est plus simple que de saisir la lamelle, 
a aide d’une pince, puis de la déposer sur la chambre adaptée 
4 l'un de ces buts. Pendant le transport, la couche d’huile qui 
recouvre la culture continue de la protéger. 

C’est d’ailleurs un des grands avantages de la méthode que 
de permettre le transfert de la lamelle portant la préparation. 
Nous aurons l’occasion d’en montrer plusieurs applications 
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mais, auparavant, nous voudrions donner d’autres raisons qui 

Ve . x Aete r yd 
militent en faveur de la chambre a huile et répondre a d’éven- 
tuelles objections. 


If. — ConpdITIONNEMENT PHYSIQUE DE LA CHAMBRE A HUILE. 


Quaitis optioues. ULrRAMIcRoscopiE. — Nous y avons fait 
allusion en montrant que la chambre & huile donne la possi- 
bilité d’emploi des condensateurs dans les meilleures condi- 
tions. On doit, évidemment, pour utiliser les grandes ouver- 
tures numériques (comme celle de 1,40 du cardioide), interposer 
une goutte d’huile de cédre entre le fond de la chambre et la 
lentille frontale du condensateur et aussi, pour les forts gros- 
sissements, entre la lamelle et la lentille frontale des objectifs 
i immersion. Pour que l’objectif alors ne risque pas de déplacer 
la lamelle, cette huile de cédre doit étre trés fluide,.et ce n’est 
pas toujours le cas. Aussi, Jui substituons-nous souvent, sans 
notable inconvénient d’ailleurs, Vhuile de paraffine. 

On connait bien l’action perturbatrice, dans lultra-micros- 
copie, des souillures des surfaces de verre, qu’il est si difficile 
d’éliminer méme par un lavage laborieux (4). Elle est en 
grande partie supprimée dans nos préparations car, sauf la 
face inférieure de la lamelle au contact du liquide aqueux, 
toutes les autres surfaces sont recouvertes d’une huile homo- 
géne qui atténue beaucoup effet de ces irrégularités. 

Pour l’ultramicroscopie, il est de plus nécessaire que |’ épais- 
seur de la couche de liquide & examiner soit trés mince. Or 
nous pouvons régler cette épaisseur, A volonté et sous le 
contréle du microscope, en ajoutant ou soustrayant du liquide. 
a Vaide de la pipette & bouche (fig. 7 et Pl. I, A, B, E, F). 


(4) Un procédé trés efficace pour nettoyer les surfaces de verre el 
notamment les lamelles, consiste 4 frotter énergiquement en tous 
sens chacune des faces, au moyen d’une brosse a poils fins et serrés 
(brosse a ongles), imbibée d’eau savonneuse. On rince dans un courant 
d’eau distillée. Afin de permettre aux lamelles de supporter cet effort 
sans se briser, nous les placons sur une épaisse plaque de feutre humide 
reposant sur la table. Pour essuyer, on met le verre sur une étoffe 
non plucheuse, étalée sur une table, et l’on frotte chacune des faces 
avec un linge propre. Ainsi soutenues, les lamelles les plus minces 
supportent une friction énergique. 
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Ae 


Ainsi une préparation renfermant des Spirochétes peut 
étre réduite & une épaisseur telle que les spires de ces fins 
microbes soient ramenées dans un plan et cela sans arréter 
Jes mouvements ; la pression, progressive et élastique, ménage 
les microbes. [] est & noter que I’épaisseur décrott vers les bords 
de la goutte aqueuse et cette région est souvent favorable a 
examen et a la photographie. 


Fic. 7. — Spirocheta gallinarum dans le sang d’une poule. 


ACTIONS CAPILLAIRES. PERMEABILITE AUX GAZ ET INACTIVITE 
CHIMIQUE DE L HUILE DE PARAFFINE. — Le verre propre est plus 
lacilement mouillé par l’eau que par l’huile de paraffine et, 
comme nous l’avons vu, c’est la raison principale de la stabi- 
lité de nos préparations. Pour une cause analogue, les micro- 
organismes et les cellules des métazoaires n’ont, dans la 
erande majorité, aucune tendance a passer dans l’huile ; ils 
restent enfermés dans la phase aqueuse. 

L’inactivité chimique de l’huile de paraffine pure est bien 
connue ; aucun produit toxique n’en diffuse. Gependant nos 
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microcultures nous ont prouvé que des échanges gazeux 
peuvent s’effectuer & travers la couche d’huile, au moins pour 
l’épaisseur qu’elle présente dans nos chambres. En plus de nos 
constatations biologiques, nous avons d’ailleurs par quelques 
expériences chimiques, que nous estimons inutile de relater 
ici, vérifié la réalité de cette perméabilité, en particulier a 
loxygine. La vitesse de diffusion des gaz se trouve certaine- 
ment ralentie mais elle est néanmoins sulfisante pour satislaire 
aux besoins physiologiques des quelques organismes enfermés 
dans la préparation. 

En effet, dans la chambre a huile, nous avons conservé des 
Infusoires ou des Bactéries trés aérobies en excellent état 
d’existence durant plusieurs semaines et parfors plusieurs mois; 
des ceuls de Gastéropodes ou de Vers (Pl. Il, M.) peuvent s’y 
diviser normalement, et méme des ceufs de Mammiléres y ont 
un début de développement (Pl. HI, Q, Moricard et de Fon- 
brune, 1937). 

Dans le sang ainsi conservé, les leucocytes restent actils plus 
longtemps qu’entre lame et lamelle et on peut réaliser des 
expériences de phagocytose (PI. IH, H). De méme, la survie des 
parasites, tels que les Microfilaires, se trouve trés prolongée. 
Nous avons effectué des cultures de tissus (fig. 9 et 10), qu’il 
nest pas nécessaire de repiquer plus souvent que lorsqu elles 
sont elffectuées dans les chambres humides habituelles. Et 
méme un fragment de coeur d’embryon de Poulet a continué a 
battre pendant dix jours, sans que le milieu ait été renouveié. 

Il y a done échange d’oxygéne et d’acide carbonique avec 
Vatmosphére. Par contre, dans cette méme chambre & huile, 
il nous fut impossible de cultiver des anaérobies stricts, méme 
en utilisant un bouillon et une huile privés d’oxygéne au préa- 
lable. Des essais en cours, qui seront publiés ultérieurement, 
prouvent cependant la possibilité de cultures anaérobies, mais 
aprés une légére modification de technique. 

La vapeur d’eau diffuse aussi, mais trés lentement. L’évapo- 
ration n’est sensible que si la couche d’huile protectrice est 
trés mince ou dans les cultures conservées trés longtemps A 
létuve ; on y remédierait d’ailleurs facilement en ramenant 
de temps 4 autre au volume primitif, au moyen d’une pipette. 
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REALISATION DE L’AsEPsig. — Lorsque l’asepsie est nécessaire 
aux expériences, il est trés facile de la réaliser. La verrerie et 
les supports métalliques sont portés 4 180° dans le four & flam- 
ber. Une provision d’huile de vaseline peut étre autoclavée. En 
prenant les précautions élémentaires dans les manipulations, 
il est alors exceptionnel de constater une infection de la prépa- 
ration. 


Ill. — 'TECHNIQUES SPECIALES. 
FIXATION ET COLORATION DES PREPARATIONS. — Grace & la per- 


méabilité de l’huile de paraffine aux vapeurs de certains fixa- 
teurs chimiques, les organismes contenus dans les prépa- 
rations peuvent étre fixés in situ. Pour cela, il suffit d’enlever 
de son support, a Vaide d’une pince, la lameile portant la 
préparation. On Vintroduit verticalement (afin de permettre 
l’écoulement de Vhuile) dans un petit flacon contenant les 
vapeurs dacide osmique ou de formol, par exemple. Dans 
ces conditions, aprés quelques secondes d’exposition, la pré- 
paration est fixée. Pour obtenir une meilleure adhérence des 
cellules & la lamelle, on peut ensuite maintenir celle-ci 
verticalement dans l’étuve ; l’excés d’huile continue de 
s’écouler, et, sous la faible épaisseur restant, l'eau s’éva- 
pore en une demi-heure environ. Ce qui subsiste d’huile est 
alors dissous au xylol ou a la benzine. La préparation est 
enfin colorée par les procédés histologiques habituels et 
montée sur lame, dans le baume de Canada ou Vhuile de 
cédre. Une préparation permanente est ainsi réalisée ot 
sont retrouvés, en place et colorés électivement, les éléments 
mémes qui avaient été observés vivants ou photographiés 
dans Ja chambre a huile. 

Comme exemples, nous donnons les photographies de 
préparations de sang ainsi traitées (Pl. II, I. J. K). On remar- 
quera que les globules blancs sont figés dans la forme exacte 
ot. nous les avions photographiés vivants, avec leurs pseudo- 
podes étalés ; les hématies ont conseryé leur disposition « en 
piles de monnaies » (PI. II, G) et le réseau de fibrine subsiste 
(Pl. II, L). Quel autre procédé pourrait ainsi respecter ces 
structures si fragiles » La planche IV représente deux ami- 
bocytes de Limnée vivants (T), puis les mémes fixés (U) et colo- 
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rés (V) [1934]. La planche III, N. O, représente une Amibe a 
l’état vivant, puis la méme fixée in situ. 

CONFECTION DE PREPARATIONS AVEC DE TRES FAIBLES QUANTITES 
DE MATERIEL. — Dans de trés nombreuses circonstances, on ne 
peut se procurer qu'un volume infime d’une humeur conte- 
nant des cellules ou des parasites. Or une trés petite goulte, 
entre lame et lamelle, subit un trop large étalement et les 
cellules sont écrasées par les surfaces de verre. Si ]’on a inter- 
posé une cale protectrice, ou méme en chambre humide, 
Vévaporation modifie plus ou moins rapidement la concentra- 
tion du liquide. Sous huile, par contre, il est possible de 
conserver une goutte de liquide de l’ordre du millaéme de 
millimetre cube (Pl. II, S et Pl. IV Y); elle s’étend sur une sur- 
face limitée de la lamelle, et, pendant plusieurs heures, on 
peut alors examiner les cellules, dans les meilleures condi- 
tions physiologiques possibles. Nous montrerons une utilisa- 
tion importante des trés petites gouttes, & propos de la tech- 
nique d’isolement des microbes par le micromanipulateur. 

Ici, nous ne donnerons qu’un exemple : |’étude des ami- 
bocytes vivants d’une Mouche. Pour prélever ’hémolymphe, 
il suffit de piquer obliquement la pointe trés fine d’une pipette 
& bouche dans l’abdomen de I’Insecte, d’aspirer légérement 
et de déposer aussitét la gouttelette obtenue dans la chambre. 
L’hémolymphe s’étale contre le verre, et les cellules, d’abord 
fusiformes, s’allongent bientot et présentent des mouvements 
trés particuliers ; elles s’unissent enfin en longues chaines 
ou en réseaux que nous avons observés longuement et ciné- 
matographiés (5) Pl. Ill, R. S. 


MICROCULTURES SUR GELOSE OU CELLOPHANE. — II est d’autres 
circonstances ou il est nécessaire de fournir une quantité 
relativement abondante de milieu aux microorganismes ou 
aux cellules contenues dans la chambre & huile. Mais, dans 
une goutte épaisse, les objets étant répartis & des niveaux tras 


(5) Sous l’huile de paraffine on pourrait disséquer aussi de petits 
insectes, comme les poux, puis observer les organes ou les humeurs 
et leurs parasites sans craindre le desséchement par évaporation. 
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différents, l’examen est rendu difficile ; il devient méme 
impossible quand il nécessite Vemploi d’objectifs de trés court 
foyer. De plus, certains organismes se développent mieux 
contre un support semi-solide ; dans ces cas-l& nous intro- 
duisons dans la préparation une plaque de substance hydro- 
phile transparente. Voici comment nous procédons : 


Fic. 8. — Culture d’Ameba verrucosa, sur disque de cellophane. 
Absorption d'une algue oscillaire. 


Sur une lame de verre trés propre, stérile et tiéde, nous 
coulons, sur une épaisseur de 4 ou 2 millimétres, un peu de 
milieu gélosé (15 p. 1.000), préalablement liquéfié au bain- 
marie. Aprés solidification, nous découpons dans cette plaque 
des disques de 1 centimétre de diamétre, 4 l’aide d’un tube 
emporte-piéce stérile. Nous ensemencons a la pipette, au 
centre de ces disques, les organismes 4 étudier puis, avec une 
spatule flambée, nous faisons glisser les disques de gélose sur 
des lamelles stériles, face ensemencée contre le verre. Chaque 
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lamelle une fois retournée et déposée sur les cales de la 
chambre, on remplit celle-ci d’huile de paraffine (fig. 6). 

La couche liquide, entre la lamelle et la gélose, est trés 
mince ; les organismes mobiles peuvent cependant y évoluer 
et leur visibilité reste parfaite, méme & Vobjectif a a immersion. 
C’est ainsi que nous avons conservé des Amibes, pendant des 


Fie. 9. — Cullures de lissus en chambre &@ huile. Fibroblastes de Poulet. 
(Largeur du champ : 250 y.) 


mois, vivantes et trés actives, ce qui nous a permis de cinéma- 
tographier leur nutrition [1936] (fig. 8), leur division par 
caryocinése (4937), leur enkystement (1935) [Pl. III, P}. 

Au lieu de gélose, nous avons utilisé, dans des conditions 
analogues, des disques de cellophane qui permettent d’étaler 
de grosses gouttes de liquide et de les réduire & lVépaisseur 
voulue ; ces disques ont aussi l’avantage de séparer du contact 
de l’huile les rares organismes qui seraient susceptibles de se 
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mouiller par ce liquide (petits Crustacés, H. Devaux 1935). 
La cellophane ne s’oppose pas non plus aux échanges gazeux. 


CULTURES DE TIssus. — Au centre d’un disque de gélose ou 
de cellophane, ayant été conservé dans un mélange de liquide 
de Tyrode et de suc embryonnaire, on ensemence un trés petit 


Fic. 10. — Fibroblastes de Rat. (Largeur du champ : 100 v.) 


fragment de tissu d’embryon avec une gouttelette de plasma 
de Poulet. Puis le disque est retourné et déposé sur une lamelle 
ronde de 22 millimétres. Une vérification est faite au micro- 
scope et, au besoin, on retranche ou on ajoute, a la pipette, 
du liquide pour régler a l’épaisseur optimum. Nous préparons 
ainsi généralement des séries de cing lamelles qui sont dépo- 
sées sur les supports multiples, en boites de Petri. Celles-ci, 


fermées par leur couvercle, sont portées a 1’étuve a 37°. Aprés 
quelques heures, les fibroblastes commencent a s’étaler contre 
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la lamelle, les monocytes rampent normalement, les fibres 
nerveuses s’allongent, etc. Ces préparations, par leur minceur, 
se prétent particulitrement bien 4 la photographie (fig. 9 et 
10) ; dans ce cas, la Jamelle intéressante est transportée sur 
la chambre spéciale, dont la hauteur a été réglée pour que 
le disque de gélose n’en touche pas le fond. Comme nous 
lavons indiqué, on peut aussi fixer et colorer les éléments 
qui sont accolés & la lamelle. Dans ce but, & Vaide d’une 
aiguille, on enléve le disque de gélose (ou de cellophane) 
avant le fixage. 

Lorsque, aprés quelques jours, la croissance s'est ralentie, 
on peut renouveler le milieu. Pour cela, on introduit, contre 
la gélose, l’extrémité fine d’une pipette & bouche, a l’aide de 
laquelle une partie de l’ancien milieu de culture est soustraite, 
puis remplacée par du milieu neuf. Enfin, pour repiquer la 
culture, on retourne la lamelle, le disque de gélose est enlevé 
au moyen d’une spatule, puis remplacé par un autre disque 
imbibé de milieu neuf : les cellules, restées collées au verre, 
reprennent leur activité. Les fragments de tissus entrainés 
avec l’ancien disque de gélose peuvent aussi étre repiqués, 
comme sil s’agissait d’explants provenant directement de 
VPembryon. 


IV. — UTmisaTION DE LA CHAMBRE-A HUILE 
POUR LES MICROMANIPULATIONS. 


Pour les micromanipulations, nous employons la chambre 
i huile en verre, de 2 millim. 5 A 3 millimétres de hauteur, 
du type décrit plus haut (fig. 3 et 12). 

Ce dispositif procure, dans cette application spéciale, de 
multiples et notables commodités que nous allons succinc- 
tement passer en revue. 

La lamelle, simplement maintenue aux cales de souténe- 
ment par l’adhérence capillaire, reste bien fixe pendant les 
manipulations qui s’effectuent contre sa face inférieure ; 
emplacement pour disposer les objets (400 miilim. carrés) 
est, d’autre part, trés suffisant. 

Les indices de réfraction de Vhuile et des micro-instruments 
de verre sont voisins ; aussi, l’ombre projetée par ces derniers 
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dans le champ du microscope se trouve d’autant atténuée et 
la visibilité demeure constamment satisfaisante. Dans la 
couche d’huile, les déplacements du micro-instrument restent 
trés libres et ses plus fins mouvements s’exécutent avec une 
régularité parfaite ; dés que son extrémité pénétre dans la 
phase aqueuse, l’huile en est chassée ; celle-ci ne peut donc 
avoir aucun effet génant dans la manipulation (fig. 11). 

Nous avons vu comment se réalisent des préparations extra- 


Fie. 14. — Micromanipulation dans la chambre a huile. Libération d’hémogré- 
garines enkystées dans des hématies de Grenouille. L’huile est chassée de 
Vextrémité du micro-instrument dés qu'il pénétre dans la couche de sérum. 


minces. Elles se recommandent, pour la manipulation, par 
lexcellence de leurs qualités optiques et aussi parce qu’elles 
Jaissent a l’expérimentateur la faculté de comprimer plus 
ou moins, entre la surface de l’huile et la lamelle, les objets 
sur lesquels il se propose d’opérer ; ils se trouvent ainsi 
immobilisés avec assez de force pour que, @ l’aide d’un seul 
micro-instrument, il soit possible d’effectuer la plupart des 
manipulations courantes. Cette contention se régle d’ailleurs 
aisément par addition ou soustration de liquide au moyen 
de la pipette. 

Lorsque, toutefois, les objets doivent étre maintenus trés 
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fortement, on peut les recouvrir d’une mince couche de gélose 
qui les plaque encore plus énergiquement contre le verre. Sur 
des cellules contenues de la sorte, il nous a été possible 
d’effectuer, par exemple, l’extraction du noyau, avec un 
unique crochet introduit 4 travers la couche semi-solide. S’il 
est commode et expéditif de se passer d’un second micro-ins- 
trument, la chambre 4 huile ne s’oppose cependant pas, dans 
des cas particuliers, 4 l'emploi simultané de plusieurs micro- 
outils. 

Comme on l’a vu d’autre part, l’évaporation se trouve 
pratiquement évitée. On manipule donc d’infimes quantités 
de solutions, sans que leur concentration se modifie sensi- 
blement au cours des expériences. Cette particularité trouve 
une application fort intéressante, notamment pour l’isole- 
ment des bactéries que l’on transporte avec de trés faibles 
quantités de milieu nutritif. Les opérations s’effectuent alors 
dans d’excellentes conditions de survie, et le pourcentage des 
réussites est remarquabiement élevé. De plus, grace aux 
qualités optiques du dispositif, le contréle des manipulations 
devient extrémement rigoureux. 

Enfin, la chambre 4 huile permettant la conservation et la 
culture des microorganismes, on peut rendre sur place, 
a une cellule opérée, telle quantité de milieu nutritif néces- 
saire pour suivre, aussi longtemps qu’il est utile, ses réac- 
tions post-opératoires. 

Si méme, & un moment quelconque. on voulait conserver 
certains aspects de lésions expérimentales, il suffirait de fixer 
et de colorer les cellules accolées 4 la lamelle, pour en obtenir 
des préparations permanentes (voir page 125). 

La lamelle, destinée a recevoir la préparation, devra étre 
nettoyée avec soin (voir la note de la page 122), puis on Ja 
flambe dans la flamme du gaz ou, encore mieux, on la chauffe 
fortement sur une plaque d’aluminium. 

Sur la face exposée a la chaleur, les liquides aqueux 
s’6talent mieux et adhérent plus fortement. Ainsi, obtient-on, 
dans la chambre, des gouttes pouvant atteindre 3 A 4 milli- 
métres de diamétre, aussi minces qu’il est désirable. Cepen- 
dant, ces gouttes ne peuvent contenir que des objets rela- 
tivement petits. 
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Lorsque les organismes a étudier sont volumineux (Plas- 
modes de Myxomycéte par exemple), il est avantageux d’uti- 
liser le procédé suivant : 

On applique sur la lamelle un rectangle ou une rondelle 
mince de cellophane Iégérement humectée, puis, par dessus 
cette derniére, on dispose le matériel vivant. Le tout est enfin 
retourné sur la chambre & huile. Ainsi, l’étendue de la sur- 
face humide transparente peut étre conditionnée ad libitum. 

En raison du faible espace pour introduire et faire évoluer 
les micro-instruments dans la chambre a huile, ceux-ci ne 
doivent étre coudés qu’a 1 ou 2 millimétres de leur extrémité. 
Des aiguilles, pipettes, couteaux, crochets, anses, etc., 
répondant & des dimensions exactes, se réalisent d’ailleurs, 
sans la moindre difficulté, avec la microforge décrite par l’un 
de nous (1935). 


IsOLEMENT DES MICROORGANISMES. — La culture des microbes 
a partir d’un germe unique constitue une importante appli- 
cation de la micromanipulation. Aussi, croyons-nous parti- 
culiérement utile d’indiquer, a titre d’exemple, la technique 
simple, efficace et rapide que nous a permis de réaliser la 
chambre a huile. 

Pour isoler les trés petits objets, on peut recourir a la micro- 
anse (Schouten, 1934) ou & la micropipette (Barber, 1914) ; 
mais nous avons éprouvé, & maintes reprises, la grande 
supériorité des micropipettes et d’autant plus qu’aujourd’hui 
ces instruments se confectionnent de facon courante, direc- 
tement et exactement au diamétre désiré (1935). 

_On préparera donc une micropipette de diamétre quatre ou 

cing fois supérieur 4 celui des éléments qu’on se propose 
d’isoler. Une micro-aiguille & pointe mousse sera, de plus, 
faconnée a l’avance. Ces seuls micro-instruments suffisent 
pour séparer, en séries, de nombreux germes. 

La micropipette doit étre fabriquée 4 partir d’un tube de 
3 44 millimétres de diamétre extérieur. On y ajuste un tuyau 
de caoutchouc & paroi épaisse, de 40 & 50 centimétres de 
longueur, dont la lumiére centrale ne dépasse guére 
4 millim. 5, et cela afin d’assurer une parfaite étanchéité 
au point de raccordement. Le tube de caoutchouc est, d’autre 
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part, fixé & l’embouchure d’une seringue a piston métallique, 
\ corps de cristal (genre Record) de 3 cent. cubes de capacité, 
bien lubrifiée & la vaseline, et dont le piston (diamétre 
10 millimétres environ) a été amené préalablement dans la 
portion moyenne de sa course. Enfin, on monte la micro- 
pipette sur le micromanipulateur (fig. 12). 

La répartition du matériel dans la chambre a huile se 
lera de la maniére suivante, qui offre le maximum de 
garantie du point de vue de l’asepsie : 


Fic. 12. — Expérimentation dans la chambre a huile, a Vaide dela micropipette. 


On pose la lamelle flambée directement sur les cales de la 
chambre; l’huile est ensuite introduite puis, en dernier lieu, 
au moyen d’une fine pipette & bouche, coudée prés de son 
extrémité et dirigée par exemple & la main (fig. 3), on aligne 
sur la face inférieure de la lamelle trois ou quatre gouttelettes 
du milieu nutritif le plus propice au développement de 
Vespéce a isoler. La méme pipette est ensuite utilisée a pré- 
lever une trés faible quantité de la culture microbienne, plus 
ou moins diluée, et 4 l’introduire de méme dans la chambre, 
mais en prenant soin de la déposer suffisamment loin des 
gouttelettes stériles. 


es 


| 
. 
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Dés que la micropipette pénétre dans la chambre (6), on 
constate que de l’huile s’y introduit par capillarité ; on active 
cette pénétration en aspirant a la seringue et jusqu’d remplir 
la portion finement effilée. Nous verrons, en effet, en quoi 
cette provision d’huile est nécessaire. Lorsque ce résultat 
est atteint, l’opérateur passe & un grossissement suffisant 
pour bien distinguer chaque élément microbien et effectuer 
les opérations d’isolement. 

La seringue est saisie 4 pleine main et de maniére a pou- 


Fic. 13. — Isolement de germes uniques, par la micromanipulation. 

En avant du microscope, on voit « le récepteur » du micromanipulateur 
pneumatique, portant la micropipette ; celle-ci plonge dans la chambre & 
huile (voir fig 12) 

La main droite actionne le levier de commande; le pouce de l’autre main 
agit sur le piston de la seringue, pour effectuer les prélévements dans la 
micropipette. . 


voir exercer, avec le pouce, des pressions sur la tige de son 
piston (fig. 13). 


(6) Pour introduire la micropipette dans la chambre sans risquer 
au passage de la briser contre la lamelle, certaines précautions sont 
4a observer : 

Au faible grossissement du microscope (50), on met tout d’abord 
au point la goutte contenant la suspension microbienne, puis la 
chambre est écartée. Sans modifier le point, on centre alors la micro- 


& 
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De Vautre main, l’opérateur, agissant sur le micromanipu- 
lateur, trempe la micropipette dans la suspension micro- 
bienne : le liquide pénétre alors rapidement, entrainant de 
nombreux germes par le petit orifice, sans qu’il soit d’ail- 
leurs besoin d’aspirer. AussitOt, le tout est intégralement 
refoulé en poussant progressivement le piston de la seringue 
et, lorsque réapparait prés de l’ouverture de la pipette le 
ménisque supérieur de Ihuile qu’elle contient, on dose 
Veffort du pouce pour l’immobiliser. Ge ménisque consti- 
tuera dés lors, un index trés utile, un témoin pour les entrées 
et les sorties de liquide (Pl. IV) ; aussi doit-il étre observé 
attentivement. 

Une fois obtenu |’équilibre du ménisque, ce qui ne pré- 
sente d’ailleurs aucune difficulté, la pipette est dirigée vers 
élément spécialement choisi pour l’isolement et, lorsque 
lorifice en est trés proche, il suffit de relacher progressive- 
ment la, pression du pouce pour que du liquide. pénétre de 
nouveau, par capillarité, entrainant cette fois doucement le 
germe (Pl. IV, X). On dégage ensuite la pipette de la goutte 
de culture et l’on améne dans le champ le bord de la pre- 
miére goutte de milieu neuf & ensemencer. Enfin, 4 une trés 
courte distance de ce bord et contre la lamelle, on dépose le 
germe, en méme temps que la trés petite gouttelette de milieu 
qui le contient (Pl. IV, Y). 

I] peut arriver que d’autres microbes aient été « péchés » 
sans qu’on s’en soit rendu compte ; on les élimine de la gout- 
telette isolée, 4 l'aide de la pipette. Aprés avoir acquis ]’assu- 
rance de n’y avoir laissé que l’élément choisi, on recommence 
les mémes opérations autant de fois qu’il reste de gouttes de 
milieu neuf & ensemencer. 

Enfin, la pipette est remplacée par l’aiguille mousse dont 
Vextrémité sert uniquement & faire confluer, les unes apres 


pipette dans le champ, au moyen des organes du micromanipulateur, 
puis on l’abaisse jusqu’A ce que son extrémité se trouve franchement 
au-dessous du point précédemment établi et, par conséquent, dans 
un plan inférieur 4 celui de la lamelle. On pousse enfin la chambre 


sur la platine de fagon a faire pénétrer la micropipette par une ouver- 
ture latérale. 
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les autres, les gouttelettes, contenant les microbes isolés, 
dans les grosses gouttes de milieu neuf toutes proches. 

Aprés chaque ensemencement, on doit s’efforcer de retrou- 
ver le germe isolé (Pl. IV, Z) ; celui-ci ne s’éloigne d’ailleurs 
jamais beaucoup (sauf quand il s’agit de microbes trés mobiles). 
Au cas ot ce germe demeurerait invisible, il deviendrait indis- 
pensable de remplacer la micro-aiguille ; on pourrait, en effet, 
craindre qu’il ne soit resté accolé a celle-ci, et risquer, 4 défaut 
d'une telle précaution, d’ensemencer doublement la goutte 
suivante. 

Tous les ensemencements étant terminés, la chambre a 
huile est enfermée dans une boite de Petri et portée a l’étuve. 
Il est intéressant d’observer la préparation de temps a autre 
et le dispositif donne & tout moment la possibilité de contréler 
la croissance des germes au microscope. Lorsque, aprés 
quelques heures, les microcultures sont suffisamment déve- 
loppées, on les préléve et on les ensemence une & une dans 
des récipients ordinaires, au moyen de fines pipettes & bouche. 
Les diverses opérations étant effectuées dans les régles usuelles 
de l’asepsie, les contaminations accidentelles, tant des micro- 
cultures que des tubes secondairement ensemencés, sont extré- 
mement rares. 

Le fonctionnement des micropipettes, actionnées a la 
seringue, se trouve grandement amélioré par le bouchon 
d’huile qu’on a pris soin d’y introduire. Outre le précieux 
contréle qu’il permet sur les entrées et les sorties de liquide, 
sa viscosité freine énergiquement, dans la région effilée, les 
déplacements des liquides plus fluides, tels que l’eau. Sans 
ce frein éléohydraulique, la colonne liquide serait extréme- 
ment instable et les prélévements nécessiteraient une adresse 
considérable, et une attention soutenue de la part de l’expéri- 
mentateur. Le ménisque d’huile se révéle encore trés utile 
au cours des micro-injections, en rendant possible |’évalua- 
tion précise des quantités injectées. 
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CONCLUSION. 


Nous avons montré dans cet exposé que la chambre 4 huile 
de paraffine se révéle trés supérieure aux modes usuels 
d’examen, pour I’étude des cellules et des microorganismes 
vivants. 

Les préparations sous huile ne sont guére plus compliquées 
a réaliser que les préparations ordinaires entre lame et 
lamelle. Leurs qualités optiques sont au moins aussi bonnes, 
notamment pour l’ultramicroscopie et pour l’examen aux plus 
forts grossissements. 

Elles se prétent avec souplesse aux exigences des recherches 
les plus variées : micromanipulations, cultures de tissus, 
microcullures de Bactéries, de Champignons ou de Pro- 
tozoaires, hématologie, réactions microchimiques, colorations 
vitales, etc... 

Grace & Vinactivité chimique de lhuile utilisée et a sa per- 
méabilité suffisante aux gaz, les organismes vivants se con- 
servent et méme se multiplient pendant un temps trés long 
dans les préparations qu’elle protege. 

L’évaporation des liquides aqueux se trouve cependant pra- 
tiquement évitée ; il est donc possible de n’opérer que sur 
d’infimes quantités de liquide, de ordre du milliéme de mil- 
limétre cube, ce qui est extrémement avantageux dans les cas 
nombreux ot il devient malaisé de prélever des volumes 
notables d’une humeur ou d’un produit pathologique. 

La goutte formant la préparation n’adhére qu’a la lamelle 
et une couche d’huile la recouvre. Sans risque d’altération, 
elle peut étre transférée d’une chambre a huile & une autre, 
dont la forme est adaptée aux opérations spéciales exigées 
par les recherches. 

Il est de plus possible de fixer et de colorer les cellules 
im situ et dans l'état ot on les a observées ou photographiées 
vivantes. 

Mais le grand intérét de la chambre Aa huile, c’est de per- 
mettre, a tout instant, l’expérimentation directe sur les orga- 
nismes qu'elle renferme. Ainsi & l’aide d’une pipette, sim- 
plement dirigée 4 la main, on réussit & déplacer des cellules, 


ee 
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a modifier leur milieu, a effectuer des colorations vitales, etc. 
Mais il va de soi que ces opérations s’effectuent d’une facon 
beaucoup plus parfaite 4 V’aide d’un micromanipulateur. 

La chambre & huile donne, en effet, de trés grandes facilités 
aux micromanipulations, et elle augmente le domaine des 
investigations réalisables par cette intéressante technique. 

Les résultats constamment favorables que nous a donnés 
la chambre a huile, depuis plusieurs années, nous conduisent, 
maintenant, 4 l’employer de facon courante et a l’exclusion 
de tout autre mode de préparation. 

Nous sommes persuadés que les laboratoires qui recour- 
ront & ces méthodes, en tireront pour leurs recherches des 
facilités accrues. 
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EXPLICATION DES PLANCHES 


PLANCHE [ 


Préparations dorganismes vivanls en chambre « huile. 


A, amibocyte de Limnea stagnalis, photographié 4 Vultra-microscope. (Diamétre 
du champ : 65 p.) B, Trypanosoma brucei, dans le sang d’une souris, cinéma- 
tographié a lultra-microscope. (Diamétre du champ : 50 ».): C, caryocinése 
de cellules méres d’hématies de Triton. Extrait d’un film cinématographique. 
(Largeur du champ : 90 yu). La cellule de droite est en télophase. D, méme 
film. Aspect du méme champ, deux heures plus tard. A droite les cellules 
filles ont reconstitué leur noyau. La cellule du centre est au stade diaster. 
E, spirochétes de la bouche (cultures de R. Vinzent). (Ultra-microscope. Dia- 
métre du champ : 70 »J|. F, spirochétes de la fiévre récurrente dans le sang 
dune souris. (Ultra-microscope. Diamétre du champ : 60 p.) 


PLANCHE II 


G, sang humain, préparation sous huile, fzée aux vapeurs osmiques, séchée, 
puis colorée. Remarquer la bonne conservation des piles d’hématies et celle 
du leucocyte pendant sa reptation. H, trois leucocytes fixés (sous huile) 
pendant la phagocytose dune fibre végétale, puis colorés. 1, sang humain, 
deux leucocytes & l'état vivant. J, méme préparation, aprés fixation aux 
vapeurs osmiques. K, méme préparation colorée (hématéine) et montée. 
Remarquer la conservation parfaite des divers éléments et de leur disposition. 
L, préparation de sang fizée sous huile. Remarquer la disposition normale 
du réseau de fibrine. M, couf de -Nématode. Cultivé en chambre a huile. 
Extrait d’un cinématogramme, montrant la segmentation de la cellule aprés 
la fusion des pronuclei visibles ici en haut et & gauche. 
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PLANCHE III 


N, Acanthamoeba photographiée & l'état vivant, en chambre a huile. 0, méme 
preparation, fizée aux vapeurs osmiques quelques secondes plus tard. La 
vésicule contractile s’est vidée. Le noyau est rétracté. P, culture d’Acantha- 
moeba sur gélose, en chambre a huile Ciny kystes et une amibe active. (Dia- 
métre du champ: 60 » ) Q, ovules de souris, extraits de l’ovaire, et cullivés en 
chambre a huile. Dans ces conditions ils peuvent émettre leurs globules polaires. 
(Diamétre du champ : 430 u.) R, hémolymphe de mouche (Stumox) sous huile. 
Quelques secondes aprés la prise, beaucoup de petites cellules amiboides 
sont isolées. (Diamétre du champ : 180 ».) S, aspect en chamhre a huile d’une 
goultelette (300 » de diamétre) de la méme hémolymphe. Quinze minutes 
aprés la prise les cellules sont groupées en réseau. Le volume de la goutte- 
lette n’est que de 1/2.000 de millimétre cube. 


PLANCHE 1V 


T, deux amibocytes de Limnea s/agnalis, cellules vivantes, en chambre a buile, 
U, les mémes fixées aux vapeurs de formol. V, coloration 4 ’hématéiue aprés 
dessiccalinn des mémes cellules. X, isolement dun bacille megathersum au 
moven de la micropipette. La pointe de la micropipette est plongée dans la 
goutte de culture; un bacille a élé aspiré. Remarquer le ménisyue supérieur 
de lindex d’huile dans la pipelte. Y, le bacille a été depose, avec une trés 
petite quantité de bouillon, 4 proximite d'une goulte de milieu neuf. Remarquer 
le ménisque d’huile, alors trés proche de lorifice de la pipetle. Z, en provo- 
quant le contact des deux goutles de la figure precédente, une aiguille stérile 
& pointe mousse a effectué lensemencement du yerme dans le muiiieu neuf. 
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C. Levaditi et M"’ J. Voet ont publié, dans La Presse Médi- 
cale de janvier 1937 (1), un travail concernant les affinités 
tissulaires électives du virus vaccinal. « La conception, 
disaient-ils, suivant laquelle des maladies infectieuses et 
contagieuses sont provoquées par des ultravirus doués d’affi- 
nités électives pour certains systémes tissulaires, suivant l’ori- 
gine embryogénétique de ces systémes, a été formulée, pour 
la premiére fois par le regretté Borrel (2). C’est & ce savant 
que l'on doit le terme « Epithélioses », désignant tout un 
groupe de processus morbides a localisation essentiellement 
épithéliale, et dont les principaux représentants sont la 
variole-vaccine, l’épithélioma contagieux des oiseaux [CfI. 
Lipschitz (8), Burnet (4)] et, suivant Borrel, fidéle & la théorie 
de Ja nature microbienne du cancer, certaines néoplasies 
malignes. 

Lorsque. 4 la suite de ses études sur la poliomyélite, les 
encéphalites, Vherpés, la rage, Levaditi (5) créa le groupe des 
Eclodermoses neurolropes, il révéla Vaffinité élective de cer- 


(1) Levapirr et Vorr. La Presse Médicale, 1937, n° 7, pls: 

(2) Borren. Ces Annales, 47, 1903, p- 99; Bull. Inst. Pasteur, 5, 
1907, p. 497. 

(3) Lipscutirz. Zentrbl. f. Bakt., 46, 1908, p. 620. 

(4) Burner. Ces Annales, 20, 1906, p. 742. 

(5) Levapiti. C. R. Soc. de Biol., 85, 1921, p. 425. — Les Eclodermoses 
neurotropes, Masson, édit., Paris, 1922. 
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lains ultragermes pour les tissus dérivant de Vensemble de 
l'ectoderme, représentés, d’une part, par le revétement cutané. 
les muqueuses, la cornée (ectoderme proprement dit), et, 
(autre part, par le syst@me nerveux central et ses annexes, 
issus de l’ectoderme invaginé. Il en résulta une classification 
de ces Ectodermoses neurotropes suivant le neurotropisme 
plus ou moins sélectif des ultravirus qui les provoquent, classi- 
fication que Levaditi et Voet (6) ont complétée et élargie 
depuis. 

Or, quand Levaditi et Nicolau (7), grace A une expérimen- 
lation rigoureuse, montrérent que le virus vaccinal, cultivé 
sur le revétement cutané de la génisse, devient, aprés quelques 
passages testiculaires sur le lapin, pathogéne pour cette espece 
animale en injection intra-névraxique, et qu’il se transforme, 
de la sorte, en neurovaccin, Vaffinité neurotrope de ce virus 
apparut incontestable, motivant ainsi son appellation et son 
incorporation dans l’ensemble des Ectodermoses neurotropes. 
Des études approfondies, faites a l’époque, il résultait que 
lultragerme de la vaccine, rendu ainsi neurotrope, offrait des 
affinités ectodermiques électives. L’évolution des pustules vac- 
cinales cutanées chez le lapin, le rdle des mitoses épithéliales, 
en tant que facteur sensibilisant appelé a exagérer Ja récepti- 
vité cellulaire, l’attirance du germe pour les néoplasmes épi- 
théliaux ‘Levaditi et Nicolau (8)|, étaient autant d’arguments 
plaidant en faveur de cette affinité épithéliotrope du neuro- 
vaccin. La participation du tissu réticulo-endothélial apparais- 
sait au second plan, si on la comparait a celle que le germe 
révélait & Végard des dérivés de l’ectoderme. 

Toutefois, au fur et & mesure des passages subis par le 
neurovaccin chez le lapin, Levaditi et Nicolau constataient des 
changements appréciables. dans Vaspect macroscopique et 
microscopique des pustules succédant @ la scarification infec- 
tante du revétement cutané, et, cela, non seulement chez le 
lapin, mais aussi chez homme [Cf. Camus (9)]. Il devenait 


(6) Levavitr et Vorr. C. R. Acad. des Sciences, 201, 1935, p. 743. 

(7) Levaprrr et Nicorau. C. R. Acad des Sciences, 173, 1921, p. 870 ; 
174, 1922, p. 249; C. R. Soc. de Biol., 86, 1922, p. 77, 233, 525, 910, 
986 ; Ces Annales, 37, 1923, p. 1. 

(8) Levapirr et Niconau. Ces Annales, 37, 1923, p. 443. 

(9) Camus (L.). Bull. Acad. de Médecine, 40, 1923, p. 79. 
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évident que l’adaptation de la vaccine a l’espéce lapin effacait, 
tant soit peu, les caractéres épithéliotropes du virus, pour leur 
substituer des particularités mésodermotropes de plus en plus 
accusées. Dés le début de leurs investigations, Levaditi et Nico- 
lau distinguaient, d’ailleurs, le dermovaccin (vaccin de 
génisse) du neurovaccin. Plus encore, l’examen_ histologique 
des cerveaux provenant d’animaux morts d’encéphalite neuro- 
vaccinale [lapins, singes (40)] montrait que les neurones res- 
taient a l’abri du processus morbide, ce dernier (inflammation 
aigué, ou chronique, 4 polynucléaires ou & monocytes) inté- 
ressant surtout le mésoderme névraxique, soit : les méninges 
du cortex et des septums, la microglie et les varsseaux. L’in- 
fection neurovaccinale du lapin n’était donc plus une Ecto- 
dermose neurotrope absolument pure ; elle ne représentait, en 
réalité, qu’un terme de transition entre les ectodermoses et 
les mésodermoses, tout en se rapprochant plus de ces derniéres 
que des premiéres. 

Par la suite, des auteurs qui, a l’exemple de Ledingham (41), 
Ledingham et Mc Clean (12), Ledingham et Barratt (43), Dou- 
glas, Smith et Price (14), Mc Intosh et Scarff. (458), 
Cattaneo (16), ont étudié la dispersion du virus vaccinal adapté 
au lapin (newrovaccin ou testivaccin) dans l’ensemble de 
lorganisme, et examiné histologiquement les altérations qu’il 
déclenche dans les divers tissus, ont été unanimes pour 
contester au germe l|’électivité de ses affinités épithéliotropes, 
et confirmer la participation des tissus mésodermiques au 
processus vaccinal expérimental. Ainsi, Ledingham (17) a pu 
démontrer, entre autres, que le blocage du systéme réticulo- 
endothélial cutané exercait une action empéchante manifeste 
sur l’évolution des pustules chez le lapin. 

De telle sorte que l’on pouvait se demander, avec juste rai- 


(10) Cf. Levaprr1, Nicorau et Sancuis-Bayanri. La Presse Médicale, 5, 
fevnicralO2i,, nol apa LOU, 

(11) Lepincuam. Brit. J. exp. Pathol., 5, 1924, p. 382. 

(12) Lepinenam et CLEean (Mc). Brit. J. exp. Pathol., 9, 1928, p. 216. 

(13) Lepincnam et Banratr. The Lancet, 7 septembre 1929, p. 515. 

(14) Douctas, Smirn et Price. J. Pathol. a. Bact., 32, 1929, p. 99. 

(15) Mc InrosH et Scanrr. J. Pathol. a. Bact., 32, 1929, p. 551. 

(16) Carrango, Arch, ital. di anat. eistol. patol., 9, 1931, p. 1. 

(17) Lepincuam. Brit. J. Pathol. a. Bact., 8, 1927, p. 12. 
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son, si le virus de la vaccine devait encore étre compris parmi 
les épithélioses, ét si la conception premiére de Borrel, de 
méme que notre théorie des Ectodermoses neurotropes, envi- 
‘sagées sur le plan exclusif du vaccin jennérien, ne seraient 
pas a rejeter, ou, tout au moins, a reviser. 

Cependant, dés le début, l'un de nous avait l’impression 
que ces changements des alfinités tissulaires étaient dus a 
Vadaptation du virus de la vaccine A l’encéphale du lapin, 
‘voire méme a des modifications que, soit l’espéce animale, 
‘soit les divers systémes tissulaires, impriment, par wn méca- 
‘msme sélecti{, aux éléments constituants de ce virus. Et cela 
d’autant plus que les recherches modernes tendent 4 mettre 
hors de doute les facultés adaptatives, ou mutatives des ultra- 
virus et des bactériophages, éléments pathogénes et lytiques 
offrant plus d’une analogie du point de vue de leur compor- 
tement et de leur nature. 

*K 
*% & 

Or, tout récemment, le regretté Borrel (18) eut Vidée de 
comparer & nouveau le dermovaccin de génisse au neurovaccin 
cultivé sur le lapin, du point de vue des caractéres des pus- 
tules cutanées et de la réactivité du péritoine 4 l’égard dé ces 
deux sortes de virus vaccinal. I] constata les mémes différences 
révélées par les auteurs qui l’ont précédé. Voici, d’ailleurs, 
comment Borrel s’exprimait 4 ce sujet 

« PREMIER TYPE DE VACCINE. — La vaccine originelle de Jenner, pure- 
ment épithéliotrope, qui donne des pustules sans cedéme, qui ne donne 
aucune réaction par injection sous la peau, ou dans le péritoine, et 
qui ne se développe pas, lorsqu’elle esl portée, avec certaines précau- 


tions, dans le cerveau (ici, Borrel cite ses propres insuccés avec cette 
‘ssouche génisse). 


Deuxibme type. Neuro-vaccine et virus-testicule. — Elle donne, chez 
le lapin, des pustules hémorragiques cedémateuses, trés différentes des 
pustules jennériennes. Ce virus, introduit dans le péritoine du lapin, 
donne exactement les lésions décrites avec Je virus claveleux chez 
l’agneau : liquide cedémateux dés le troisitme jour, épaississement et 
adhérence des feuillets épiploiques, avec présence de corpuscules de 
Guarnieri spécifiques dans toutes les cellules du revétement de la paroi 
abdominale, du mésentére, de 1’épiploon (19) ». 


(18) Borren. C. R. Soc. de Biol., 124, 1936, p. 1084. 
(19) Barpacn (C. R. Soc. de Biol., 109, 1932, p. 1084) a relaté des 
constatations analogues. 
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Jusqu’ici, confirmation entiire de ce que l’on savait déja. 
Mais la ot les choses paraissaient se compliquer, c'est lorsque 
Borrel, tout en mettant en garde contre l’utilisation pratique 
du neurovaccin dans la prophylaxie antivariolique, se deman- 
dait s’il ne s’agissait pas la de deux virus différents, lun véri- 
tablement vaccinal, l'autre essentiellement dissemblable de 
celui-ci, et représentant l’agent pathogéene de la variole spon- 
tanée du lapin. Une contamination se serait donc produite 
fortuitement, au cours des tentatives, quelles qu’elles fussent, 
de transmission du dermovaccin bovin au lapin. Voici, d’ail- 
leurs, textuellement, comment Borrel s’exprime au sujet de 
la possibilité d’une telle méprise expérimentale 


« On doit se demander si 1l’utilisation du lapin pour l’étude de la 
vaccine n’a pas introduit un nouveau virus, différent du vaccin jenné- 
rien, maladie spontanée du lapin, qui est caractérisée par le dévelop- 
pement de la vaccine dans tous les organes ». : 


Etant donnée l’importance de l’hypothése de Borrel, et le 
doute qui pourrait en résulter au sujet de l’exactitude des 
recherches concernant le neurovaccin, Levaditi et Voet (loc. 
cit.) ont estimé qu’il était nécessaire de soumettre cette hypo- 
thése & un examen critique aussi objectif qu’il se doit. 


* 
* 


S’il était prouvé, en effet, que Je neurovaccin est un virus 
essentiellement différent du dermovaccin jennérien type, on 
devrait conclure que toutes les vaccinations humaines, réali- 
sées par Levaditi et ses collaborateurs (20), Gallardo (14), 
Blanc et Caminopetros (22), les savants hollandais, pour ne 
citer que les principaux expérimentateurs s’étant occupés de 
la question, ont fait fausse route. Objection grave, s’il en fut 
Or, tout démontre le contraire. 


(20) ‘venir: et Nrcorau. Loc. cit. — Jancou. C. R. Soe. de Biol., 86, 
1922, p 916 

(21) s11aRpo, Arch. Inst. Nac. di Hig de Alphonso XIII, 1924, n° 3, 
p. lll. - Sauchebek. der Infekt., 4, 1927, p. 195. 

(22) Buanc et Caminopetnos. Arch. Inst. Pasteur Hellénique, 4, 1924, 
PO Om ay 
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En effet, l’expérimentation a prouvé, péremptoirement, 
que, du point de vue immunologique, les deux souches vacci- 
nales sont identiques, puisque l’une d’elles immunise parfai- 
tement contre l’autre. Sans cela, personne n’aurait songé a 


Se servir du neurovaccin comme moyen prophylactique anti- 
varioleux. 


En second lieu, examinons les possibilités d’une contami- 
nation accidentelle, telle que la concevait Borrel. 


Tl est exact que l’espéce lapin est sujette & une infection spontanée 
par un virus identique, sur le plan immunologique, au dermovaccin 
bovin, mais différent de celui-ci par ses tendances dispersives accusées, 
par l’aspect cedémateux et hémorragique des pustules qu’il engendre 
et par sa virulence pour l’encéphale. Nous l’ignorions si peu, que 1’un 
de nous (Levaditi), soit avec Nicolau (23), soit avec Sanchis-Bayarri (24), 
fut le premier a signaler |’existence de cette infection vaccinale spon- 
tanée du lapin, et a proposer le terme de Rabbil-pox pour la désigner. 
Depuis, le probléme a été étudié par Nicolau et Kopciowska (25), qui 
ont insisté sur le caractére saisonnier (printemps) des épizooties vacci- 
nales, et sur le role des voies respiratoires dans la dispersion de la 
maladie, par Greene (26), par Rosahn et Hu (27), Pearce, Rosahn et 
Hu (28), etc. La question est de savoir si chaque fois que l’on a 
prétendu transformer le dermovaccin en neurovaccin, ou en testi- 
vaccin, hautement virulents pour l’espéce lapin, on a lout simplement 
réalisé Visolement d’un ultragerme provenant du lapin lui-méme, chez 
lequel il végélait a état dinfection occulte, inapparente. 


Or, contre cette conception, plaident les faits suivants : 

a) Il semble plus qu’invraisemblable que les innombrables 
fois ot, en partant du dermovaccin bovin pur, il fut possible 
de le transformer en neurovaccin, ou en testivaccin, la mal- 
chance ait voulu que l’on s’adressat précisément a de tels 
lapins atteints de Rabbit-pox ; 

b) Il est établi, de la maniére la plus péremptoire, que les 
diverses souches de vaccin bovin offrent un potentiel encépha- 
litogéne variable d’un échantillon 4 Vautre [Levaditi, Con- 


(23) Levapit1 et Nicorau. Ces Annales, Wig MPR jour al: 

(24) Levapitr et Sancnis-Bayarni. C. R. Soc. Biol., 97, 1927, 371. 

(25) Niconau et Kopciowska. C. R. Soc. Biol., 104, 1929, p. 551, 553. 

(26) Greene. Proc. Soc. exp. Biol. and Med., 30, 1933, p. 892 ; J. of 
exp. Med., 62, 1935, p. 305. 

(27) Rosaun et Hu. Journ. exp. Med., 62, 1935, p. 331. : 

(28) Pearce, Rosaun et Hu. Journ. exp. Med., 68, 1936, p. 241, 259, 
358, 379 et 491. 
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drea (29), et, plus récemment, Hermann (30), Thompson et 
Buchbinder (31)|. A cété de souches vaccinales totalement 
dépourvues de facultés encéphalotropes (celle étudiée par 
Borrel fut certainement parmi celles-ci), on en a décrit d’autres 
plus neurotropes, et d’autres encore éminemment virulentes 
d’emblée pour le névraxe du lapin. Or, de telles nuances sont 
incompatibles avec l’hypothése d’une contamination acciden- 
telle par le Rabbit-pox, ot le principe du « tout ou rien » 
est seul valable en l’occurence (voir page 168). 

Pour ces raisons, auxquelles s’ajouteront celles fournies par 
les résultats expérimentaux faisant l’objet du présent travail, 
nous nous refusons & souscrire & Vhypothése formulée par 
Borrel, et nous proposons de lui substituer celle « des chan- 
gements des propriétés biologiques du virus vaccinal, ayant 
pour principale, sinon pour unique raison, l’adaptation de ce 
virus a& Vorganisme du lapin. » ; 


* 
+ 


x 


Levaditi et Voet (loc. cit.) ont étudié, a ce propos, les 
affinités électives du vaccin jennérien cultivé dans la mem- 
brane chorio-allantoide de l’ceuf de poule incubé, d’aprés la 
méthode d’Alice Woodrutil et E. Goodpasture (32), méthode 
utilisée ultérieurement, avec succés, par Goodpasture, Woo- 
drutf et Buddingh (83), Stevenson et Buttle (84), Godinho (35), 
Kimura et Nishi (36), Lehman (37), Goodpasture, Buddingh, 


(29) Conprea. C. R. Soc. Biol., 84, 1922, p. 895, 897 et 899. 

(30) Hermann. Zbl. f. Bakt., 420, 1931, 405. 

(31) Tyomprson et Bucnprinper. Journ. of Immunolog., 22, 1932, p. 267. 

(32) Wooprurr et GooppasturE. Amer. Journ. Pathol., 7, 1931, 209. 

(33) GooppastuRE, Wooprurr et Buppincn. Science, 74, 1931, p. 371 ; 
Amer. Journ. Pathol., 8, 1932, p. 271. — GoopprasturE et Buppineu. 
Science, 78, 1933, p. 484. 

(34) Srevenson et Butrie. The Lancet, juillet 1938, p. 228 ; Off. intern. 
hygiene publique, 26, 1934, p. 1. 

(85) Gopinno. Memorias do Inst. Butantan, 8, 1933, p. 83 ; Brasil Medico, 
1934, n° 9, 146. 

(36) Kimura et Nisur. Acta Scholae Med. univer. Imp. Kioto, 47, 
1934, p. 159 

(37) Lenman. Zbl. f. Bakt., 432, 1934, p. 447. 


: 
; 
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Richardson et Anderson (38), Taniguchi (89), Kunert (40), 
Pandit et Rao (44), Peragallo (42), Miinsterer (43), Bourgui- 
gnon (44), Molina (45), etc... 

Répondant a ta question « Le neurovaccin (et la lapine en 
général) proviennent-ils d’une contamination accidentelle par 
le Rapsit-pox », Levaditi et Voet ont montré, par des expé- 
riences précises, que des vaccins d'origine bovine peuvent, 
dans certaines conditions, et en dehors de tout passage préa- 
lable sur le lapin, devenir « neurovaceins », en d'autres 
termes, acquérir des affinités « encéphalotropes » stables et 
transmissibles en série. Ces expériences ont consisté a cultiver 
le virus vaccinal dermotrope, le provenance bovine, dans la 
membrane chorio-allantoide de l’ceuf de poule incubé. Aprés 
un ou deux passages sur cette membrane, l’ultravirus se révé- 
lait, en effet, capable de déterminer constamment 1’encépha- 
lite vaccinale chez le lapin (ce qu’il ne faisait pas au départ). 

Et de conclure que : « Le vaccin bovin, cultivé dans la mem- 
« brane chorio-allantoide de l’ceuf de poule, devient capable 
« de conférer au lapin une encéphalite neurovaccinale des 
« plus caractéristiques et de se transformer ainsi en neuro- 
« vaccin. Or, comme, d'une part, ce vaccin bovin n’avait subi, 
« apres la récolte, aucun contact avec lespéce lapin, comme, 
« d@autre part, u s'est révélé peu, ow pas neurotrope pour 
« cette espéce animale, avant sa culture dans l’ceuf, comme, 
« enfin, Vadaptation du virus au cerveau du lapin s'est 
« opérée directement, sans nul entrainement préalable sur 
« cet animal, force nous est de conclure que le neurovaccin 
(et la lapine en général) résulle d'une transformation 
« adaptive du vaccin bovin, et ne proment pas d'une conta- 


(38) GooppastuRE, Wooprurr, Ricwarpson et AnpEeRsSon. Am. Journ 


Hyg., 24, 1935, p. 319. 

(39) Tanicucnt, Kocira, Horoxawa et Kuca. Jap. Journ. exp. Med., 
43, 1935, p. 19. 

(40) Kunert. Zeitschr. f. Hyg. 447, 1935, p. 216. 

(41) Panprr et Rao. Off. intern. d’hygiéne publique, 27, 1935, p. 53. 

(42) Peracatxo. Boll. dell’ Inst. Sieroterap. Milanese, 44, 1935, p. 505. 

(43) Miinsrerer. Zbl. f. Bakt., 136, 1936, p. 177. 

(44) Boureuienon. Ann. soc. Belge Med. Trop., 46, 1936, fas. 1. 

(45) Moxina. Boll. Soc. Medico-chirurgica di Pavia, 54, 1937, p. 1; 
Ibid., 54, 1937, fasc. 2; Boll. dell’ Instituto sieroterap. Milanese, 46, 


1937, p. 93 ; Ibid., 16, 1937, p. 383. 
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« mination fortuite par le Rappir-pox spontané et plus ou 


« moins occulte. » 


* 
* * 


Ces investigations, confirmées récemment par Molina (46), 
demandaient & étre complétées et transposées sur Je plan, 
éminemment plus intéressant, des alfinités tissulaires électives 
du vaccin jennérien, en l’espoir que les conclusions qui en 
découleraient seraient applicables a d’autres ultragermes 
pathogénes agissant, & la fois, sur les tissus ectodermiques et 
sur les éléments mésodermiques (herpés). G’est ce que nous 
nous sommes proposé de réaliser. 


* 
* 


L’hypothése qui sera le fil conducteur de nos investigations, 
est la suivante : 

D’aprés les recherches modernes concernant le comporte- 
ment et la nature des ultravirus et des bactériophages, recher- 
ches d’ordre physique, physico-chimique et biologique, il 
apparait, pour !e moins, probable que ces éléments virulents 
ou lytiques ont une constitution discontinue, qu’ils sont cor- 
pusculaires et doués d’une vie tant soit peu dissemblable de 
celle de la matiére organisée parfaite. Un parasitisme obliga- 
toire, quasi inéluctable, un potentiel prolifératif élevé (si les 
conditions s’y prétent), une constitution chimique presque 
identique a celle des microbes cultivables, la pluralité de leurs 
dimensions révélée par Vultrafiltration et lultracentrifuga- 
tion, des qualités antigéniques spécifiques et différentes de 
celles des cellules qui les hébergent, ou aux dépens desquelles 
ils se multiplient, en constituent les caractéres essentiels. A 
ceux-cl s’ajoutent, au premier plan, des affinités rigoureuse- 
ment électives & l’égard d’espéces et de variétés animales, de 
systéme tissulaire, voire méme de certains groupements cellu- 
laires homogénes quant A leur origine embryogénétique, A 
leur morphologie et & leur activité physiologique. 


(46) Monina. Boll. dell’ Instituto Sierolerapico Milanese, 46, 1937, 
p. 383. 
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Si on veut résoudre le probl’me, éminemment intéressant 
(parce que dominant celui de l’activité pathogéne ou lytique), 
de cette affinité élective, on est obligatoirement conduit a con- 
cevoir existence d’analogies étroites entre les ultravirus et 
les agents lytiques, d’une part, les microorganismes visibles 
et cultivables, d’autre part. Toute une série d’investigations 
récentes, trop connues pour qu’il soit nécessaire de les rap- 
peler & nouveau, démontrent que les cultures dites pures d’un 
grand nombre de ces microorganismes, sont loin d’étre par- 
faitement homogénes, en ce sens que les éléments microbiens 
qu’elles renferment ne sont pas rigoureusement équiva- 
lents (47). Les variantes S et R en fournissent la preuve, 
variantes 4 caractéres morphologiques particuliers et a viru- 
lence dissemblable. Or, il serait bien surprenant qu'il en fat 
autrement des ultravirus et des bactériophages, et cela, d’au- 
tant plus que, en ce qui concerne ces derniers, certaines expé- 
riences paraissent le prouver [Cf. Lominski (48), entre autres]. 
Natura non facit saltus. En fait, les résultats de nos investi- 
gations seraient d’une interprétation particuliérement difficile, 
pour ne pas dire impossible, si l’on n’admettait pas, a prior, 
Vhypothése d’analogies étroites entre les bactéries et les 
ultragermes, considérés de ce point de vue (48 bis). 

Selon cette hypothése, envisagée exclusivement a travers 
le prisme des affinités tissulaires et du potentiel morbigéne 
spécifique, wne souche donnée d’ultravirus, ou de bactério- 
phages, ne représente pas un ensemble absolument homogene, 
ou une parfaite Equivalence régne entre les divers éléments 
constitutifs. Une telle souche est, en réalité, un complexe, 
auquel participent des entités corpusculaires plus ou moins 
différentes les unes des autres, de par leurs dimensions (49), 
de par leur aptitude proliférative, et, en premier lieu, de par 
leurs affinités tissulaires électives. I] est & espérer que cette 
conception trouvera une confirmation satisfaisante dans des 
recherches minutieuses d’ultracentrifugation et d’ultrafiltra- 


(47) Il en est de méme des trypanosomes et des spirilles. 

(48) Lominski, expériences inédites. 

(48 bis) Cf. Levaditi, Bull. Acad. de Méd., 448, 1937, p. 278. ; 

(49) Tout en restant limitées dans un cadre relativement restreint, 
particulier & chaque espéce d’ultravirus ou de bactériophage. 
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tion différentielles ; peut-Ctre parviendra-t-on aussi, par des: 
purifications réitérées et des cristallisations (50), a isoler d’une- 
méme souche d’ultravirus, des unités virulentes différentes les. 
unes des autres. Pour l’instant, notre maniére de voir est pure- 
ment hypothétique, et c’est seulement a ce titre que nous- 
l’exposons ici. 

Rien ne s’oppose & admettre, en effet, tout au moins pro- 
visoirement, que chaque espéce d’ullravirus, isolée a l'état de 
purelé, ou préltendue telle, est constituée par des éléments 
corpusculaires correspondant aux variélés R et S des cultures- 
microbiennes. Dans le cas particulier du vacein jennérien, et. 
en ne considérant que ses propriétés pathogénes et ses affinités 
tissulaires électives, il y aurait 4 distinguer deux de ces varié- 
tés spécifiques : E et M. La variété EF est représentée par des. 
ultragermes a afiinités marquées pour les tissus dérivés de 
V’ectoderme proprement dit (alias le revétement cutané, les 
muqueuses, la cornée), alors que la variété M est constituée 
par des unités virulentes dont lattirance pour Jes lassus d’ort- 
gine mésodermique prédomine. Le virus vaccinal est, a lori- 
gine, éminemment épithéliotrope, alors que le neurovaccin,,. 
ainsi que nous l’avons déja dit, est particulierement mésoder- 
motrope. Suivant notre hypothése, |’ épithéliotropisme du pre- 
mier est rattaché & une supériorité numérique des éléments E, 
et c'est, précisément, le contraire qui est le propre du méso-- 
tropisme du second (prévalence des éléments M), soit : 


Dermovaccin (vaccin bovin) : EEEEEEEEMM (8 E 4+ 2 M). Virulence : 
Neurovaccin (lapine) : EEMMMMMMMM (2 E + 8 M). TOA 


Dans le dermovaccin, c’est |’épithéliotropisme qui cons- 
titue le caractére dominant, le mésotropisme n’éAtant qu’un: 
caractére secondaire, récessif. Pour ce qui a trait au neuro- 
vaccin, et par un mécanisme sélectif (voir ci-aprés), le carac-- 
tére mésodermotrope, de secondaire qu’il était, A lorigine, 
devient prédominant. 


(50) Cf. a ce sujet les investigations bien connues de Stanley. 
(51) Ceci n’est qu’une représentation schématique, appelée a faciliter- 
la compréhension de notre conception. 
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Voici dailleurs comment Levaditi et Voet S’exprimaient a 
ce sujet : 

« Quoi qu’il en soit, il devient évident que l’affinité épithé- 
liotrope du virus vaccinal représente un caractére dominant, 
laffinité mésodermique étant un caractére habituellement 
récessif, surtout si l’on envisage les souches vaccinales culti- 
vées sur le veau, les simiens, ou l’espéce humaine. Pour peu 
que ce virus s’adapte a l’organisme du lapin, soit artificiel- 
lement, par des passages répétés, soit spontanément (Rabbit- 
pox), ce caractére récessif, que traduit Vaffinité méso- 
dermique, devient prédominant. Le neurovaccin, et la. 
« lapine » en général, revétiront alors des propriétés diffé- 
rentes de celle du vaccin jennérien, et cela tant du point de 
vue de l’aspect des pustules, que de leur potentiel encépha- 
litogéne. 

« La différenciation de ces deux souches vaccinales est le: 
résultat de ce jeu de bascule entre les caractéres dominants 
et les caractéres secondaires. La transformation de l’une de ces 
variétés d’ultragermes dans l’autre peut s’expliquer de 
la sorte, l’espéce animale remplissant ici le role d'un « sélec- 
teur » entre les entités virulentes. Il ne nous est pas interdit 
de supposer que le virus de la variole, éminemment septicé- 
mique et pouvant s’attaquer, 4 la fois, aux tissus dérivant de 
l’ectoderme et A ceux de provenance mésodermique, fit, par 
hasard, transmis, & l’origine, aux espéces bovines et cheva- 
lines, et que, de ce fait méme, ses caractéres dominants épi- 
théliotropes sont devenus prépondérants, au détriment des. 
autres caractéres mésodermotropes. Ainsi est né, probable- 
ment, le vaccin jennérien, par simple mécanisme sélectif, et 
c’est A cela que ce vaccin doit ses propriétés a la fois immuni- 
santes et inoffensives pour homme. Mais des retours em 
arriére sont toujours possibles, dans le domaine de ces infi- 
niment petits ; exemple de la neurolapine, ou du Rabbit- 
pox, semble le prouver. Considéré sur ce plan, le Rabbit-pox 
n’est, en définitive, qu’une variole du lapin, parce que épidé- 
mique, septicémique, mésodermotrope, souvent mortel et 
particuliérement saisonnier ». 
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* 
ok ok 


Suivant notre hypothése, les variétés E et M du virus jenné- 
rien sont des éléments limite ; de nombreux intermédiaires 
(E’, E’’, etc., M’, M’’, etc.) en représentent des termes de 
transition. D’ailleurs, ce ne sont la que les résultantes du 
conflit entre Ja souche vaccinale prise en considération et 
l’espéce ou la variété animales, voire méme l’individu dont on 
se sert pour définir les propriétés de ces multiples variétés. 
De nombreux facteurs, dont nous ne connaissons, hélas, 
qu'une minime partie, décident ainsi de |’évaluation quali- 
tative et quantitative (proportionnalité) des divers constituants 
élémentaires des ultravirus, en général, du vaccin jennérien, 
en particulier. 

Ceci dit, relatons les résultats de nos investigations récentes, 
et voyons jusqu’a quel point sont-elles en conformité avec 
Vhypothése dont nous venons d’esquisser les principaux 
traits. 


Recherches 


PLAN DES EXPERIENCES. — Nous nous sommes préoccupés de 
déterminer : 

1° Les affinités épithéliolropes et mésodermotropes des 
diverses souches de vaccin jennérien, par inoculation : 

a) Dans les cavités pleurale et péritonéale du lapin, et 

b) Directement dans divers organes (de la méme espéce ani- 
male) ; 

2° Les particularités des affinités encéphalotropes (neuro- 
tropes) des mémes souches vaccinales ; 

3° Les conditions présidant a la transformation des souches 
a caractéres dominants épithéliotropes, en souches mésoder- 
motropes, et inversement. 
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1° PARTICULARITES DES AFFINITES EPITHELIOTROPES 
ET MESODERMOTROPES DES DIVERSES SOUCHES DE VACCIN JENNERIEN. 


I. — Inoculations intrapleurales et intrapéritonéales. 


Nous avons estimé que pour apprécier ces particularités, il 
était tout indiqué de se servir de la méthode préconisée par 
Borrel (voir page 145), soit Vinoculation du virus, quelle que 
soit sa provenance, dans la plévre et dans le péritoine du 
lapin. Lorsque ce virus était contaminé par des microbes 
d’association (dermovaccine de génisse), sa purification était 
obtenue aprés ultrafiltration suivant Ja méthode d’Elford (52), 
4 travers des membranes en collodion de porosité calculée par 
avance (4.000 my et 850 my.) (53). Une telle ultrafiltration était 
inutile dans les essais effectués avec le neurovaccin, totalement 
exempt de tels germes d’association. Le degré et la qualité 
de la réaction péritonéale et pleurale donnaient la mesure des 
alfinités mésodermotropes de la souche vaccinale utilisée 
(virulence du liquide exsudatif, son étude cytologique, examen 
histologique des lésions pleurales, pulmonaires et épiploiques). 


I. — DERMOVACCINS 


1° Vaccin bE GéNissE (souche Fasquelle). — Ultrafillration 4 travers 
une membrane de 810 my. Pulpe vaccinale non glycérinée, broyée et 
émulsionnée, & la concentration de 10 p. 100, dans du bouillon de 
Hartley. Centrifugation 4 3.000 t.m. Le liquide surnageant est ultra- 
filtré sur une membrane de 810 my, Filtrat stérile. 

La pulpe pure est inoculée, par voie cutanée, au lapin 506 G, lequel 
réagit par une belle éruption dermovaccinale (54). Le filtrat est injecté 
aux lapins 496 et 497 G, par voie intracérébrale, aux Japins 500 et 501 G, 
par voie intrapéritonéale et au lapin 499 G, par voie intrapleurale. De 


(52) Exrorp. Journ. of Pathol., 34, 1931, p. 505 ; Proceed. Roy. Soc. 
Biol., 442, 1933, p. 384. 

(53) Nous remercions M" D. Krassnoff de s’étre chargée de cette 
ultrafiltration. 

(54) Nous désignons par le terme éruption dermovaccinale, lorsque les 
pustules sont non hémorragiques et ont une tendance vers la suppura- 
tion. Le type neurovaccinal est caractérisé par des papules confluentes, 


nettement hémorragiques. 
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plus, le méme filtrat est titré, quant a sa virulence, par inoculations 
cutanées effectuées au lapin 505 G (réaction intense dermovaccinale). 

Résultats : a) Des deux lapins inoculés dans le cerveau, |’un meurt le 
cinquiéme jour, avec de‘ légéres altérations de méningite monocytaire, 
mais sans présence de virus dans son encéphale ; l’autre est sacrifié le 
dixiéme jour (mémes altérations et méme stérilité névraxique). 

Il en résulte que la souche dermovaccinale Fasquelle, filtrée a travers: 
une membrane de 810 my continue a étre pustulogéne par vote culanée, 
mais n’engendre pas d’encéphalile vaccinale proprement dite chez le 
lapin inoculé dans le cerveau (voir, pour plus de précisions, au sujet des. 
affinités encéphalotropes, p. 168). 

b) Inoculation intrapéritonéale. Les deux lapins sont sacrifiés le: 
dixitme jour. Absence d’exsudat chez le lapin 500 G, trace de liquide: 
chez le lapin 501 G. Absence de virus dans ce liquide. 

c) Inoculation intrapleurale. L’animal est sacrifié le dixiéme jour. 
Pas d’exsudat. Trés légéres altérations monocytaires sous-pleurales. 

Il en résulte que la méme souche dermovaccinale Fasquelle, ultra- 
jiltrée au préalable, ne provoque pas de réactions ni pleurales, ni péri-- 
tonéales. 


2° VaAccINE DE GiNnisse (souche Fasquelle). — Ultrafiltration 4 travers: 
une membrane de 1.000 my (rares germes d’association). , 

a) Inoculation intrapéritonéale. Lapin 409, sacrifié le dixiéme jour. 
Réaction nulle. Lapin 508 G, sacrifié 4 la méme date. Léger exsudat. 
louche, contenant de rares monocytes. Absence de virus. 

b) Inoculation intrapleurale. Lapins 502 et 508 G, sacrifiés le dixiéme 
jour. Aucune réaction. 


3° Vaccine sugpoIse [Dermovaccin de Kling (55)|. — Pulpe non gly- 
cérinée diluée au 1/10 avec du bouillon de Hartley, puis centrifugée 
et fillrée 4 travers une membrane de collodion de 1.000 my,. 

a) Inoculation cutanée. Belle éruption dermovaccinale (Lapin 369 G). 

b) Inoculation transcranienne. Lapin 336 G, mort le septiéme jour. 
Altérations monocytaires de l’encéphale. Passage et virulence du cer- 
veau, négatifs. Autostérilisation. 

c) Inoculation intrapéritonéale. Lapin 368 G, sacrifié le sixitme jour. 
Aucune réaction locale (rares lymphocytes et intégrité histologique de 
Vépiploon). Virulence nulle. 

d) Inoculation intrapleurale. Lapin 367 G, sacrifié le sixiéme jour. 
5 cent. cubes de liquide exsudatif péritonéal, contenant des polynu- 
cléaires, des lymphocytes et des macrophages. Aucune lésion de la plévre: 
ou du poumon. Absence de virulence. 


Conciusion. — Deux souches dermovaccinales, toutes deux 
de provenance bovine directe, les souches F et K, préalable- 
ment filtrées & travers des membranes de collodion (1 000 et 


(55) Nous devons cette souche suédoise A l’obligeance de M. le D™ 
Kling, que nous prions d’agréer nos vifs remerciements. IL s’agit d’une 
souche de vaccin bovin n’ayant jamais subi de passages sur le lapin. 


a 


ee 
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810 m x), se sont révélées pratiquement inaptes & provoquer, 
chez le lapin, Vencéphalopathie vaccinale, et encore moins 
des réactions pleuro-péritonéales témoignant en faveur de 
existence d’affinités mésodermiques tant soit peu accentuées. 
LES CARACTERES DOMINANTS ECTODERMOTROPES MASQUENT COM- 
PLETEMENT, OU PEU S’EN FAUT, LES CARACTERES SECONDAIRES 
MESODERMOTROPES, ET CELA, SUIVANT NOTRE HYPOTHESE, DU FAIT 
‘MEME DE LA PREDOMINANCE DES ELEMENTS E PAR RAPPORT AUX 
uniTEsS M. 


If — NEUROVACCINS 


Il en est tout autrement des neurovaccins. Nous nous som- 
‘mes servis de la souche neurovaccinale de Levaditi et Nicolau, 
entretenue depuis 1921 par des passages répétés sur le lapin 
“plusieurs milliers d’inoculations transcraniennes). Dans une 
de nos expériences, cette souche a subi un nouveau passage 
‘par le testicule de lapin, afin d’en intensifier, si nécessaire, les 
affinités mésodermotropes. Nous avons également utilisé la 
ssouche vaccinale FOL, qui n’est autre que le vaccin bovin 
rendu encéphalitogéne par des cultures réitérées sur la mem- 
brane chorio-allantoide de l’ceuf de poule incubé (Levaditi et 
‘Voet, voir page 148). 


1° NeuRovaccin DE Levapiti Er Nirconavu. Cerveau des lapins 767, 768 et 
‘769 G, morts d’encéphalite vaccinale du troisiéme au quatriéme jour 
lésions intenses). Titrage sur la peau = 1/10.000.000 (méthode de 
~Groth). 

a) Inoculation intrapéritonéale. Lapin 781 G, sacrifié le troisitme 
jour. 4 @ 5 cent. cubes d’exsudal péritonéal contenant de nombreux 
macrophages présentant des inclusions oxyphiles (56). Altérations 
mésentériques vaccinales (épiploite & polynucléaires caryolysés ; alté- 
rations infiltratives). Virulence intense de cet exsudat. Lapin 782 G, 
-sacrifié le cinquiéme jour. Méme résultat (6 4 7 cent. cubes d’exsudat 
virulent). 

b) Inoculation intrapleurale. Lapin 783 G, sacrifié le troisiéme jour. 
Environ 2 cent. cubes d’exsudat pleural, contenant des polynucléaires 
et des lymphocytes. Pneumonie vaccinale (alvéolite 4 polynucléaires, 
-caryolyse et péribronchite) [fig. 1]. Absence de virulence. Lapin 784 G, 
sacrifié le cinquiéme jour. Plus de 12 cent. cubes de liquide dans les 
deux plévres. Péricardite. Altérations intenses de pneumonie vaccinale. 
Virulence accusée de l’exsudat péritonéal. 


(56) Nous n’avons pas la certitude que ces inclusions représentent des 
corps de Guarnieri. 
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Il en résulte que, contrairement au dermovaccin, le neuro- 
vaccin se révele hautement mésodermolrope en injection 
trans-séreuse. Non seulement il réussit & cultiver, parfois abon- 
damment (87) dans l’exsudat, mais, en oulre, al détermine des 
altérations pleuro-pulmonaires (pnewmonie vaccinale) et épi- 


Fic. 14. — Lapin 78?G. Inoculation de neurovaccin dans la cavité | leurale. 
Pneumonie vaccinale. Unna. Gross. : 90/1. 


ploiques fort accusées, ce qui s accorde avec sa généralisation, 
révélée par l’apparition de papulo-pustules sur la peau épilée 
du flane (méthode de Calmette-Guérin). 


2° NEUROVACCIN DE Levapirr ET NIcOLAy PASSE PAR LE TESTICULE DU 
LAPIN. — Encéphales des lapins 767, 768 et 769 G, morts du troisiéme 
au quatriéme jour d’encéphalopathie vaccinale. Inoculation intratesti- 


(57) Dans une autre expérience, cette culture a été moins riche. 
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culaire au lapin 785 G : orchite vaccinale intense. L’animal est sacrifié 
le troisitme jour. Second passage, toujours intratesticulaire, sur le 
lapin 808 G, sacrifié le troisisme jour. Une émulsion préparée avec les 
testicules de ces animaux se révéle encéphalitogéne et provoque, sur la 
peau, des éruptions neurovaccinales typiques (degré de virulence = 
1/10.000.000 ; méthode de Groth). 

a) Inoculation intrapéritonéale. Lapin 814 G, sacrifié le troisisme 
jour. 2 4 3 cent. cubes d’exsudat contenant de trés nombreux mono- 
nucléaires. Altérations intenses de l’épiploon (polynucléaires caryolysés). 
Faible virulence de ce liquide. Lapin 815 G, sacrifié le cinquiéme jour. 
Traces d’exsudat virulent. 

b) Inoculation intrapleurale. Lapin 812 G, sacrifié le troisitme jour. 
Environ 1 cent. cube de liquide pleural, renfermant de nombreux macro- 
phages et polynucléaires. Pneumonie vaccinale. L’exsudat ne parait pas 
virulent. Lapin 813 G, mort le cinquitme jour. Environ 1 cent. cube de 
liquide exsudatif virulent. Pneumonie vaccinale. 


Ainsi, réaction pleuro-péritonéale assez faible. Toutefois, il 
sulfit d’un passage intracérébral sur le lapin, pour constater 
une exagération nette de l’activité mésodermique de cette 
souche neurovaccinale (de 5 a & cent. cubes de liquide exsu- 
datif particuliérement riche en virus). 


3° SOUCHE NEUROVACCINALE FOL (dermovaccin bovin, cultivé dans la mem- 
brane chorio-allantoide de |’ceuf de poule incubé, puis entretenu sur le 
lapin par des passages intracérébraux). 

a) Inoculation intrapéritonéale. Lapin 414 G, sacrifié le troisieme jour. 
Lapin 415 G, mort le sixiéme jour. Exsudat abondant et virulent. Lésions 
épiploiques. 

b) Inoculation intrapleurale. Lapin 411 G, sacrifié le troisiéme jour. 
4 cent. cubes d’exsudat péritonéal virulent. Lapin 412 G, mort le qua- 
triéme jour. Liquide abondant et virulent. 


ConcLusions. — Ainsi, quelle que soit la souche neurovac- 
cinale & laquelle on s’adresse, neurovaccin de Levaditi et 
Nicolau, méme neurovaccin ayant, d nouveau, subi plusieurs 
passages intratesticulaires et intranévraxiques, vaccin FOL 
cultivé d’abord sur la membrane chorio-allantoide et entretenu 
ensuite par des inoculations transcranennes, des différences, 
pour ainsi dire, radicales, apparaissent entre le dermovaccin 
bovin et le neurovaccin, du point de vue de leurs affinatés 
mésodermotropes. Conformément aux constatations de Borrel, 
les réactions pleuro-péritonéales sont généralement nulles, ou 
peu s’en faut, dans le premier cas, alors-qu’elles sont particu- 
ligrement accusées dans le second. Et cela, bien entendu, sans 
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que nulle confusion se soit glissée entre ces souches vaccinales 
et le Rappit-pox, infection spontanée du lapin. 

En attendant que nous soyons & méme de préciser le méca- 
nisme de ces changements des affinités tissulaires. jetons un 
coup d’ceil rapide sur nos résultats concernant Jes inoculations 
pratiquées dans le parenchyme de divers organes, chez le 
lapin. 


II. — Inoculations directes dans les organes. 


Nous avons dit que, dés 1921, Levaditi et Nicolau (58) ont 
essayé de définir les affinités tissulaires du virus vaccinal, en 
inoculant au lapin, par voie intraveineuse, le neurovaccin 
fraichement adapté a l’encéphale, et en évaluant, par des 
titrages adéquats, sa répartition dans les divers organes 
({névraxe, peau (aprés épilage), testicule, ovaire, poumon, foie, 
rate, capsules surrénales, etc...]. Il apparaissait de la sorte que 
Vultragerme jennérien était encore nettement épithéliotrope, 
attendu qu’il se localisait, de préférence, dans les tissus 
dérivés de l’ectoderme et de l’endoderme, excepté le cerveau, 
protégé par la barriére hémato-encéphalique. 

Cette fois-ci, nous avons estimé opportun d’effectuer la 
méme évaluation, en introduisant le virus, non pas dans la 
circulation générale, mais dans le parenchyme méme de cer- 
tains organes. Nous nous sommes adressés, pour cela, & deux 
souches vaccinales, l'une d’elles éminemment épithéliotrope, 
la souche bovine Fasquelle, l’autre adaptée au Japin et parti- 
culiérement mésodermotrope, la souche neurovaccinale LN. 
Grace & une technique précise, réalisée par L. Reinié, de 
pareilles inoculations ont été faites dans le foie, le rein, les 
capsules surrénales, la rate, les ganglions lymphatiques péri- 
phériques (poplités) et la moelle osseuse. Les animaux (lapins) 
étaient sacrifiés les deuxiéme, quatriéme et septiéme jours, et 
Yon appréciait, d’une part, la virulence’ de l’organe 
éprouvé (39), et, d’autre part, la qualité, ainsi que l’intensité 
de ses altérations histologiques. Le tableau ci-contre résume 
nos constatations (Cf. tableau I). 


(58) Lrvanrri et Niconau, loc. cit. 


(59) Emulsion injectée au lapin par voie intradermique (méthode de 
Groth). 
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TABLEAU |. 
SSE, 


DATE DERMOVACCIN F NEUROVACCIN L ET N 
de 


ORGAN 7 
aS 1 examen 


(jours) Lésions | Virulence]  Lésions Virulence 


+++ | +++ +r 
+) +44 + 
+++ | +44 +++ 


+ | +44 


+44) 


2 eats 
Capsule surrénale. Pieer ae 
saint 


hae 
0 


0 


Ganglions lymphatiques. 


Moelle osseuse. 


Avant d’interpréter les résultats résumés dans ce tableau, 
donnons un apergu sommaire des altérations histo-patholo- 
giques constatées 


a) Foie. — Les lésions hépatiques sont, 4 Ja fois, parenchymateuses 
et interstitielles. Au sein des foyers, plus ou moins nombreux, que 
Von décéle au voisinage du point d’inoculation, les cellules hépatiques 
sont nécrosées et nettement oxyphiles. Elles renferment souvent des 
granulations acidophiles, mais non pas des corps de Guarnieri abso- 
lument typiques. Une infiltration par des polynucléaires caryolysés 
accompagne cette nécrose, et, 4 une période plus tardive du processus, 
une réaction intense du tissu interstitiel (prolifération histiocytaire) 
et une multiplication excessive des canalicules biliaires s’ajoutent. 
Ceuz-ci offrent Vaspect d’un véritable enchevétrement de tubes tapissés 
d’éléments €pithéliaux en voie de cinése, ce qui révéle une certaine 
action hyperplasique exercée par le virus sur les épithéliums canali- 
culaires, action analogue a celle qu’accuse le méme virus a l’égard de 
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Vectoderme de la membrane chorio-allantoide de 1’ceuf incubé (Cf. 
Levaditi et Voet, loc. cit.) [voir fig. 2 et 3]. ane 

b) Rein. — Hormis des lésions hémorragiques, d’origine traumatique, 
le rein offre des altérations infiltratives et nécrobiotiques de la capsule 
rénale, et des modifications histologiques 4 siége parenchymateux, 
Celles-ci intéressent aussi bien le tissu interstitiel (foyers de diapédeése 


oe 


lie 


ott 


Fic. 2. — Lapin 447 H. Neurovaccin inoculé dans le foie. Foyers de nécrose. 
Unna. Gross. : 63/4. 


polynucléaire), que les épithéliums des tubes rénaux, lesquels sont 
nécrosés et vacuolisés. Ga et la, des cylindres hyalins, épithéliaux, ou 
leucocytaires (voir fig. 4 et 5). 

c) Capsules surrénales. — L’enveloppe conjonctive est le si¢ége d'une 
inflammation prononcée a polynucléaires et & monocytes, alors qu’au 
niveau du parenchyme, on décéle une nécrobiose des éléments nobles ; 
peu importe s’ils appartiennent 4 la zone médullaire, ou a la région 
corticale. Ces éléments renferment des granulations oxyphiles (voir 
fioy.6. et \7). 
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Rate. — Altérations nécrobiotiques et infillratives de la pulpe splé- 
nique et de l’enveloppe conjonctive (voir fig. 8). 

d) Ganglions lymphatiques. Si la capsule ganglionnaire est plus ou 
moins enflammeée et cedématiée, par contre le parenchyme du ganglion 
lui-méme apparait, le plus souvent, exempt de lésions microscopiques 
(voir fig. 9). 

e) Moelle osseuse. — Foyers de nécrose des myélocytes et des myélo- 
plaxes et infiltration par des polynucléaires caryolysés. 


Fic. 3. — Lapin 840G. Inoculation de dermovaccin dans le foie. 
Foyers de dégénérescence et inflammation. Unna. Gross. : 50/1. 


L’intensité de ces altérations varie d’un cas 4 |’autre, tout en s’accen- 
tuant au fur et & mesure que le processus évolue. 


Les particularités de ces données histologiques, de méme 
que l’examen du tableau I, permettent de formuler les conclu- 
sions suivantes : 


Conciusions. — a) En ce qui concerne le virus vaccinal der- 
motrope (souche bovine Fasquelle), ces constatations confir- 
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ment les précédentes, de méme que celles enregistrées anté- 
rieurement par Levaditi et Nicolau (loc. cit.), A savoir que les 
affinités de ce virus pour les organes glandulaires ou excré- 
feurs (dans le cas particulier, le foie, le rein et les capsules. 
surrénales) sont infiniment plus accusées que les mémes affi- 
nités pour les tissus hématopoiétiques (rate, ganglions lym- 


Ty. 


Pintsten 2° 


a aie 
By! YY .WONSTANTI 


Fic. 4. — Lapin 442H. Inoculation de neurovaccin dans le rein. 
Lésions dégénératives et inflammation interslitielle. Hémalun. Gross. : 1410/4. 


phatiques et moelle osseuse), lesquelles sont nulles, ou peu 
s’en faut. Ici, les caractéres fonctionnels des organes offrant 
une attirance marquée pour Vultragerme vaccinal, dominent 
les caractéres embryogénéliques, allendu que, parmi ces 
organes, il y en a (tels le rein et les capsules surrénales) qui 
sont d’origine mésodermique et qui, cependant, fixent cet 
ultragerme et en tolérent la pullulation ; 

b) Pour ce qui a trait au virus vaccinal mésodermotrope, tel 
le newrovaccin actuel, il différe du précédent en ce sens qu’il’ 
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“nN epargne pas les organes hématopoiétiques (rate, ganglions 
et surtout moelle osseuse), tout au moins pas au méme degré 
que le vaccin épithéliotrope ; 

¢) Enfin, parmi ces derniers organes, les moins aptes a 
faciliter les cultures de Vinfragerme (peu importe s’il est épi- 
théliotrope ou mésodermophile) sont les ganglions lympha- 


ae 
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ae 
wee 
. 
“ 


Fic. 5. — Lapin 847G. Dermovaccin; inoculation dans le rein. 
Foyers de nécrose et inflammation interstitielle. Hémalun. Gross. : 60/1. 


tiques périphériques. Le potentiel défensif du systtme lympho- 
géne apparait donc au premier plan, ce qui n’est pas sans 
-olfrir des analogies frappantes avec certaines recherches 
récentes de M. Vieuchange, concernant le pouvoir virulicide 
des ganglions lymphatiques du lapin, recherches sur lesquelles 
Vauteur attirera l’attention incessamment (59 bis). 


(59 bis) Vieuchange, Bull. Ac. de Méd., 148, 1937, p. 372. 


166 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


CORT 
cys 


COR eR 
Bree eer “is 
+ SE! 


. 
panty 


ree 
+e 


nN 
a 


ae a 
nies 
SES se Be 


mS. $95) SSS Me ae 8 Pees ead 


Os 
Pte me tige: 


Fic. 6. a Lapins 837 G et 839G. Dermovaccin inoculé dans les capsules 
surrénales. Foyers inflammatoires et dégénératifs. Unna. Gross. : 30/4. 
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* 
* 


Si nous envisageons, dans leur ensemble, les données four- 
nies par les inoculations pleuro-péritonéales, d’une part, intra- 
splanchniques, d’autre part, force nous est de conclure que 


Fic. 7. — Lapin 502H. Inoculation de neurovaccin dans la capsule surrénale. 
Foyer inflammatoire périvasculaire. Hémalun. Gross. : 30/1. 


des différences fondamentales séparent, du point de vue de 
leurs affinités tissulaires, les souches de vaccin jennérien épt- 
théliotrope (vaccin bovin), des souches du méme vaccin méso- 
dermotropes adaplées au lapin (neurovaccin). Reste a préciser 
les raisons de cette dissemblance ; c’est ce que nous essaye- 
rons de faire par la suite. 
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9° __ PARTICULARITES DES AFFINITES ENCEPHALOTROPES 
DES DIVERSES SOUCHES DE VACCIN JENNERIEN. 


De nombreuses investigations ont été effectuées, depuis les 
premiers essais de A. Marie (60) et de Levaditi et Nicolau (loc. 


Fic. 8: — Lapin 443 H. Inoculation de neurovaccin dans la rate. 
Foyers de nécrose. Unna. Gross. : 50/1. 


cit.), afin de déterminer les conditions qui président a l’adap- 
tation du vaccin jennérien a l’encéphale du Japin, et de définir 
les facteurs qui font que tantdt ce vaccin déclenche d’emblée 
Vencéphalopathie vaccinale, tantdt il exige des passages testi- 
culaires pour acquérir des qualités encéphalitogénes (Levaditi 
et Nicolau), tantédt, enfin, tout effort dans ce but reste inef- 


(60) A. Marie, C. R. Soc. de Biologie, 83, 1920, p. 476. 
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licient. On trouvera l’exposé analytique de ces investigations 
dans Varticle Purification biologique du virus vaccinal, que 
M. Mesrobéanu vient de rédiger dans Vouvrage « Les ultravi- 
rus des maladies humaines », de Levaditi, Lépine et leurs 
collaborateurs (61), ce qui nous dispense d’y reyenir ici. 


Pigs 
yak abe 


Fic. 9. — Lapin 450H. Inoculation de neurovaccin dans le ganglion poplité. 
Périadénite. Unna. Gross. : 50/1. 


Pourquoi ces différences de comportement ? Svagit-al, a 
lorigine, de souches d’ultragermes plus ou moins dissembla- 
bles les unes des autres, biologiquement parlant ? Doit-on, au 


(61) Les ultravirus des maladies humaines. Traité rédigé par Levaditi 
et ‘Lépine. Maloine édit., 1937. 
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contraire, faire intervenir le potentiel défensif de l’organisme, 
variable, non seulement d'une espéce animale 4 lautre, mais: 
encore, et, souvent au méme degré, d’un sujet a Vautre > 
Faut-il, au surplus, associer ces deux ordres de facteurs (fac- 
leurs agressifs = A ; facteurs défensifs = D), d’ot il s’en- 
suivrait que indice de résistance p est la résultante de Vinter- 
action de ces facteurs ? [Cf. le schéma ci-contre] (62). 

A me D=p (indice de résistance), soit p= = 

L’un de nous (Levaditi) a, de longue date, eu l’impression: 
que c’est la derniére de ces conceptions qui touche de plus 
pres a la vérité ; il nous fallait donc la soumettre & un contrdle 
expérimental rigoureux. C’est ce que nous fimes, en disposant 
nos investigations de la maniére suivante 

Au lieu de se conformer a lusage courant, qui consiste a 
inoculer avec une souche donnée de dermovaccin bovin, 1, ou 
tout au plus 2 Japins, par voie intracérébrale, nous avons. 
procédé différemment, en ce sens que nous avons fait varier * 

a) Le facteur défensif D, en augmentant le nombre des sujets 
neufs soumis a l’épreuve intracérébrale ; et, 

b) Le facteur agressif A, en nous adressant, d’emblée, a 
plusieurs souches de dermovaccin bovin. 

De cette maniére, et a l’aide de la statistique, nous avons 
essayé de délimiter, autant que faire se peut, l’influence res- 
pective de ces deux ordres de facteurs agissants. Bien nous en 
a pris, ainsi que l’on pourra s’en assurer en parcourant les 
résultats expérimentaux résumés ci-dessous. 


Souches de vaccin utilisées. — A. Souche Plessis, n° 2. — Cette souche 
bovine n’a jamais subi de passages ni cutanés, ni autres, sur le lapin. 
Récoltée le 4 mai 1937. Utilisée le 20 mai. 

B. Souche Normandie n° 436. — A subi un passage cutané sur le 
lapin, avant la récolte du 11 mai 1987. Utilisée le 31 mai. 

C. Souche Kling. — N’a jamais subi de passages sur le lapin. Utilisée 
le 7 juin 1937. 

Technique. — La pulpe vaccinale sert 4 préparer des émulsions fines 
& 10 p. 100 dans du bouillon de Hartley. L’émulsion est centrifugée, 
puis débarrassée des germes d’association par ultrafiltration A travers 


(62) Cf. Levaditi. Mode d’action des dérivés benzéniques sulfurés dans 
les infections microbiennes expérimentales. Monographies de l'Institut 
Alfred-Fournier, n° 5, 1937, Tancréde, imprimeur. 
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une membrane de collodion de 800 my. Filtrat stérile. La virulence du 
filtrat est éprouvée par inoculation cutanée (scarification et titrage 
d’aprés la méthode de Groth). Le méme filtrat est inoculé, a la dose de 
0c. c. 3 et par voie transcranienne, i 10 lapins. De deux choses l'une : 
ou les animaux succombent, auquel cas on pratique l’examen histolo- 
gique de leur encéphale et de la virulence de celui-ci (scarification cuta- 
née et injections intradermiques), de méme que son activilé encéphalito- 
géne (passages) ; ou les lapins survivent et, dans ce cas, ils sont sacrifiés 
ultérieurement, afin de préciser les caractéres des altérations microsco- 
piques névraxiques, ainsi que la virulence du cerveau, non sans, au 
préalable, avoir éprouvé leur réceptivité cutanée a l’égard d’une nou- 
velle inoculation virulente (neurovaccin) dermique, intradermique 
et transcranienne. Il va de soi que si, dans l’intervalle, certains sujets 
succombent d’infection secondaire, ces sujets sont éliminés de la série 
Ceci dit, examinons nos résultats. 


1° SoucHE VACCINALE PLEssis. 


Titrage du filtrat (voie cutanée)=10—7. Sur les 10 lapins inoculés par 
vole intracérébrale, 6 succombent, dont 2 (323 H et 327 H) d’infection 
secondaire. Restent donc 4, soit les n°* 321 H, mort le guatriéme jour, 
326 H, mort le onziéme jour, 324 H, mort le treiziéme jour et 325 H, 
mort le vingtiéme jour. Survivent et sont sacrifiés le trente-deuxitme 
jour les lapins 322 H, 328 H, 329 H et 330 H. Quelles sont leurs caracté- 
ristiques ? Celles-ci sont exposées schématiquement dans la figure. 
Les voici, plus détaillées 

A. Animauxz morts. — Chez un seul de ces lapins (321 H), ayant 
succombé le quatriéme jour, la présence du virus fut révélée dans 
Vencéphale, accompagnée, d’ailleurs, d’altérations neurovaccinales carac- 
téristiques, mais relativement peu accentuées. Toutefois, cette encé- 
phalilte ne put étre transmise en série. Chez tous les autres sujets, le 
névraxe se montra stérile et non encéphalitogéne. 

B. Animauz ayant survécu a& Vinoculation transcranienne de la souche 
Plessis. — Eprouvés simultanément, par voies intracérébrale et cutanée, 
ces animaux ne réagissent d’aucune maniére (épreuve pratiquée le 
vingt et uniéme jour). Sacrifiés le trente-deuxiéme jour, leur cerveau 
apparait exempt de germes vaccinaux, ou peu s’en faut. 


ConcLusion. — Il en résulte que le potentiel encéphalitogéne 
de la souche bovine Plessis est particuliérement réduit (A résul- 
tat positif sur 8 essais = 12 p. 100), sans possibilité, d’ailleurs, 
de passages réguliers, donc de création d'une véritable souche 
neurovaccinale. Toutefois, son inoculation transcranienne réa- 
lise non seulement une autostérilisation mortelle ou non mor- 
telle, mais au surplus, un état réfractaire a la fois névraxique 
et cutané. La variabilité de l’indice de résistance p, suivant 
les sujets soumis a l’épreuve, apparait de la sorte au premier 
plan. 
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2° SoucHE VACCINALE NoRMANDIE. 


Titrage du filtrat (voie cutanée)=10—7. Sur les 10 lapins inoculés par 
yoie intracérébrale, 5 succombent, dont 1 d’infection secondaire (282 H). 
Restent done quatre, soit le n° 286 H, mort le quatriéme jour, les n° 
280 H et 284 H, morts le cinquiéme jour, et le n° 289 H, mort le 
huitiéme jour. Survivent et sont sacrifiés le vingt-septiéme jour, les 


Dermovaceine Plessis 
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lapins 281 H, 283 H, 285 H, 287 H et 288 H. Leurs caractéristiques sont 
les suivantes : 

A. Animauz morts. a) Lapin 286 H, ayant succombé le quatriéme 
jour. Méningite a monocytes et présence de virus. Premier passage céré- 
bral positif sur le lapin 293 H, qui meurt le cinquiéme jour (lésions 
neurovaccinales) et deuxiéme passage, également positif, sur le lapin 
338 H, qui succombe le dixidme jour (encéphale virulent). Le troisiéme 
lapin de passage (358 H) meurt le dixiéme jour (virulence névraxique 
faible), alors que le quatriéme lapin de passage (480 H) survit. Donec : 


autostérilisation aprés la TROISIEME INOCULATION intranévraxique effec- 
duée en série, 
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b) Lapin 280 H, ayant succombé le cinquiéme jour. Altérations neuro- 
vaccinales et présence de virus dans l’encéphale. Premier passage néga- 
lif, sur le Japin 308 H, lequel résiste 4 l’inoculation intracérébrale et 
se révéle immun par la suite (épreuve cutanée). Autostérilisation mor- 
telle & la premiére inoculation. 

c) Lapin 284 H, ayant succombé le cinquiéme jour. Méningite mono- 
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cytaire et présence de virus dans le névraxe. Premier passage négatif 
sur le lapin 302 H. 

d) Lapin 289 H, ayant succombé le huitiéme jour. Altérations de 
méningite & monocytes et a polynucléaires, et faible virulence du 
névraxe. Premier passage négatif. Autostérilisation mortelle apres la 
premiére inoculation. 

B. Animauz ayant survécu & Vinoculation transcranienne de la sou- 
che Normandie. Eprouvés simullanément ie vingt-et-uniéme jour par 
yoie intracérébrale et cutanée, ces animaux, au nombre de cing, se 
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montrent totalement immuns. Sacrifiés je vingt-septitme jour, leur 
cerveau se révéle exempt de germes vaccinaux. Done autostérilisalion 
non mortelle, suivie d’état réfractaire aussi bien névraxique que culaneé. 


ConcLusions. — Ces essais prouvent que le potentiel encé- 
phalitogéne de la souche Normandie est nettement supérieur 
a celui de la souche Plessis (4 résultats positifs sur 9, soit 
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43,3 p. 100 contre 12 p. 100). Toutefois, malgré trois passages 
cérébraux positifs, réalisés dans un seul cas, il nous fut impos- 
sible d’obtenir d’emblée une souche neurovaccinale parfaite- 
ment adaptée (68). L’inoculation transcranienne- de cette sou- 
che réalise non seulement une autostérilisation, soit mortelle, 


(63) Il est fort probable que nous aurions réussi, si nous avions effec- 


tué les passages non pas sur 1 ou 2 lapins, mais sur un grand nombre 
de sujets (10, par exemple). 
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sou non mortelle, mais encore wn état réfractaire, & la fois 
névraxique et cutané. 


3° Soucne Kine. 


Titrage du filtrat (voie cutanée)=Réactions intenses 10-3: réac- 


> 


tions avortées 10~—7. Sur les 10 Japins inoculés par voie cérébrale, 


© .VONSTARTING 


Fic. 10. — Lapin 428H. Réaction allergique cutanée aprés inoculation intra- 
cérébrale de dermovaccin Kling. Injection de neurovaccin dans le cerveau. 
Lésions chroniques. Unna. Gross. : 50/1. 


5 succombent, dont 2 d’infection secondaire. Restent donc trois, soit 
Jes n°S 383 H, mort le troisicme jour, 384 H, mort le quatri¢me jour, 
et 390 H, mort le onziéme jour. Survivent et sont sacrifiés le vingt-hui- 
tiéme jour, les lapins 385 H, 387 H, 389 H, 391 H et 402 H. Leurs 
caractéristiques sont les suivantes 

A. Animausz morts. a) Lapin 383 H, mort le troisitme jour. Méningite 
a monocytes et 4 polynucléaires et absence de virus dans le névraxe 
(épreuve cutanée). Passage cérébral négatif sur le lapin 428 H. 

b) Lapin 384 H, mort le quatriéme jour. Légéres aitérations de 
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méningite monocytaire. Névraxe stérile et passage transcranien négalif, 


sur le lapin 431 H. 
) Lapin 390 H, mort le onziéme jour. Méme résultat. 


Donec, autostérilisation mortelle. Cependant, les animaux de 
passage offrent les particularités suivantes 


< 


es SEL ConStAMes ( 


Fic. 11. — Lapin 387H. Inoculation de dermovaccin Kling dans le cerveau. 
Eprouvé avec la neurovaccine par injection intracérébrale. Altérations inflam- 
matoires de la paroi ventriculaire. Unna. Gross. : 50/1. 


Eprouvés par voie intracérébrale (neurovaccin), ils résistent, 
et, de plus, ils réagissent, lors de inoculation cutanée, par des 
manifestations locales du type allergique (papules blanch&tres, 
nodulaires, sans tendance a la pustulisation). Par ailleurs, 
chez deux de ces lapins, nous avons constaté des lésions céré- 
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: ) 3 . . 
brales d’aspect chronique, nettement parenchymateuses, riches 
en cellules granulo-adipeuses et ressemblant & s’y méprendre 
aux lésions qui caractérisent l’encéphalite herpétique chroni- 
que (voir schémas 1, 2 et 3 et fig. 40). 

fl en résulte que le névraxe des lapins inoculés directement 
dans le cerveau avec la souche Kling, contenait sufjisamment 
de germes pour conférer, par voie cérébrale, aux animaux de 
passage, un élat allergique cutané manifeste, mais en quan- 
tité insuffisante pour provoquer une éruption vaccinale der- 
mique apparente chez des lapins neufs. 

B. Animauz ayant survécu a Vinoculation intracérébrale de la souche 
Kling. — Eprouvés simultanément, le vingt-et-uniéme jour, par voie 
transcranienne et cutanée, ils survivent, mais réagissent localement 
(peau) par une éruption avortée du type allergique décrit précédem- 
ment. Sacrifiés sept jours aprés, ils révélent des altérations méningo- 


encéphalitiques du type chronique (voir ci-dessus), et une stérilité 
compléte de leur encéphale. Donc, autostérilisation non mortelle. 


Conciusions. — I] résulte de ces expériences que le potentiel 
encéphalitogéene de la souche Kling est, pour ainsi dire, nul, 
attendu que chez tous les animaux ayant succombé a l’ino- 
culation transcranienne de cette souche, il n’y eut aucune 
culture du virus dans le névraxe pouvant étre, méme de loin, 
rapprochée de celle d’une véritable souche neurovaccinale. 
Plus encore, cette inoculation n’a pas été suivie, comme il 
advint avec les vaccins Plessis et Normandie, d’un état réfrac- 
taire cutané total ; seule, une réaction allergique fugace fut 
la réponse de la revaccination. 

Le tableau ci-contre résume l’ensemble des résultats enre- 
gistrés 


Tasieau If. 
— ss 
5 = q iS; So ey St 
a = - i=} eB 
a x ° n = = © 2 Ss > 
& S Soha = << By | I 
5 29 geh| 22} 23 | & 8 | 8 
is Gon =| = a 2 
2 Cassa isl el iS 2S ® 5 
> BOP HOG cme m& os a a Ss 
SoOe8 A =) 2 ao Bye 
= 3 ro} iat ioe S) 
eal os wo a =| iS 
| US O82 n A n iB 
aa] 2 2 ro) o 8° a, oe Ee 
5 3) =p is) & =. ie! = < 
g Se E e a> Spesleae 
=) = 1 S 
wn 
i 4 
Plessis: . . . .--/1—=42-p-100 3 4 4 ! 
Normandie. . . ./4=43 p. 100 0 5 ; : 
Kling (Oi Op. 400 3 5 
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Ainsi, nul doute possible. Il y a dermovaccin et dermo- 
vaccin, si l’on se place du point de vue de l’aptitude des 
diverses souches dermovaccinales A s’adapter au névraxe, afin 
d’y engendrer les altérations caractéristiques de l’encéphalo- 
pathie vaccinale, d’une part, d’y réaliser une culture intra- 
cérébrale abondante de l’ultragerme, d’autre part. A virulence 
dermotrope pratiquement égale, des souches de dermovaccin 
bovin peuvent révéler des écarts appréciables en ce qui 
concerne leur potentiel encéphalitogéne, écarls que l’on ne 
peut saisir quen expérimentant sur un assez grand nombre 
d’animaux. Seule la statistique peut nous renseigner a ce 
sujet ; nous en avons la preuve péremptoire dans l'ensemble 
des résultats exposés ci-dessus. 


* 
* 


Reste a définir les facteurs qui interviennent pour déclen- 
cher cette gamme, riche en nuances, dans le comportement 
encéphalitogéne des diverses souches du méme vaccin jenné- 
rien dermotrope. Nous avons vu, au début de ce chapitre, 
que ces facteurs appartiennent les uns aux qualilés innées du 
virus lui-méme, les autres au polentiel défensif propre a 
chaque individu appartenant a la méme espéce animale. Le 
résultat final sera en fonction de l’interaction de ces deux 
groupes de facteurs, lesquels ne sauraient étre envisagés iso- 
lément. 

Nous conformant a l’hypothése énoncée au début du présent 
travail (voir page 150), nous admettons, a priori, que chaque 
souche de dermovaccin (peut-étre méme chaque récolte) différe 
de sa voisine par la proportion numérique respective des 
éléments E (€pithéliotropes) et M (mésodermotropes) qu'elle 
contient, suivant le schéma gue voici 


Souche A: FEEEMMMMMM (4 E + 6 M). - 
Souche B : EEMMMMMM\M (2 E+8 M) | Virulence ; 10 — >. 
Souche C : LEEEEEEEM\I (8 E + 2 M). 


/ h 
Ces éléments, dont le rapport numérique (r= a dans le 
méme volume de liquide et pour chaque souche ou récolle, 
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est constant, sont inoculés, 4 la méme dose, dans l’encéphale. 
Or (de méme que pour les souches vaccinales) a y a encéphale 
et encéphale. Le potentiel défensif des constituants cellulaires 
névraxiques différe d’un sujet A l’autre, toutes choses égales 
d’ailleurs. Les valeurs de p (p’, p’’, p’”, etc...) sont donc 
elles-mémes différentes. Ainsi, les écarls apparaissent comme 
la résultante de l’interaction de ces deux groupes de jacleurs, 


les uns attachés aw germe, les autres dépendants de Lorga- 
nisme lur-méme (64). 


* 
* OK 


Or, il importe de connaftre la maniére dont les diverses 
phases du processus se déroulent dans le névraxe, par rapport 
aux éléments cellulaires constitutifs de ce méme névraxe. C’est 
ce que nous essayerons de préciser. 

L’encéphale représente un complexe hétérogéne, auquel 
participent deux ordres de groupements cellulaires, les uns 
dérivés de la portion invaginée de l’ectoderme (ce sont les neu- 
rones et la neuroglie), les autres de provenance embryogéné- 
tique mésodermique, soit la microglie de del Rio Hortega, les 
vaisseaux, les méninges, les plexus choroides et les cellules 
lymphatiques quit les accompagnent. L’autre complexe d’élé- 
ments corpusculaires virulents, que représente la souche vacci- 
nale inoculée, se trouve donc face a face avec ces deux ordres de 
groupements cellulaires imbriqués l’un dans l'autre. Or, dés 
Vinstant ot le contact s’établit, les affinités électives de ces 
entités corpusculaires virulentes entrent en jeu. Les éléments 
E tendent a s’attaquer spécifiquement aux neurones et a la 
neuroglie (plus aux premiers qu’d la seconde), en vertu de 


(64) Le titre révélé par le dosage intradermique de la souche vacci- 
nale Kling ‘est netiement inférieur a celui des souches Plessis 
et Normandie. Etant donné que ses aptitudes mésodermotropes (encé- 
phalotropes) sont, elles aussi, de beaucoup moins marquées que celles 
de ces derniéres souches, en particulier de la souche Normandie, il 
apparait fort probable que l’e/ficacilé sélective du « sélecteur » encé- 
phale du lapin, et des « sélecteurs » en général, est en fonction non 
seulement de la proportionnalité des éléments E et M, mais encore du 
nombre absolu de ces éléments par unité de volume. Ainsi : la sou- 
che A = EEEEEMMMMM (5 E + 5M), sera plus facilement sélectionnée 
que la souche B = EEMM (2E + 2 M). 
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leurs affinités épithéliotropes. Tout au contraire, les éléments 
M dirigeront leur activité morbigéne vers les cellules d’origine 
mésenchymateuse, soit la microglie et le systéme vasculo- 
conjonctif des méninges et des plexus choroides. H advient 
donc ceci : les cellules nerveuses et la neuroglie sont bien des 
organites d’origine ectodermique, mais leur différenciation, 
aussi bien morphologique que fonctionnelle, est telle que, a 
l’égard du virus vaccinal, et tout particulisrement vis-a-vis de 
ses composants F, tout lien affinogéne est, par avance, rompu. 
Il va de soi que, dans ces conditions, l’offensive de l’ultragerme 
vaccinal dirigée contre les neurones échoue : elle reste ino- 
pérante. Aucune contamination de ces neurones, ou de la neu- 
roglie, n’a lieu, en sorte que la souche de vaccin jennérien 
prise en considération se révélerait totalement apathogéne, si 
la méme souche ne faisait intervenir ses autres entités corpus- 
culaires appartenant au groupe M. Ce sont précisément ceux- 
ci qui, attirés par les cellules d’origine mésenchymateuse, 
provoquent l’inflammation, polynucléaire d’abord, monocy- 
taire ensuite, des méninges, des vaisseaux et des plexus cho. 
roides, en d’autres termes ce que l’on dénomme, 4@ tort, l’encé 
phalite neurovaccinale. 

Nous disons expressément @ tort, car, en réalité, et contrai- 
rement 4 ce que l’on pensait au début des recherches sur le 
neurovaccin, cette soi-disant encéphalite n’a rien de commun 
ni avec les encéphalo-myélites infectieuses proprement dites 
(rage, herpés, poliomyélite), ni avec les encéphalites post- 
infectieuses (vaccine, rougeole, varicelle, etc...). Elle est, a 
proprement parler, une inflammation banale du systéme méso- 
dermique du névraxe, laquelle épargne totalement les élé- 
ments nobles du méme névraxe, donc tout a l’opposé des pro- 
cessus déclenchés par les véritables virus neurotropes. 

Or, il est évident que l’agression des tissus dérivés du méso- 
derme sera d’autant plus effective, que la souche vaccinale 
prise en considération sera, 4 Vorigine, plus riche en éléments 
M, et que les valeurs de p seront plus faibles, autrement dit, 
que l’indice de résistance de ces tissus, variable suivant les 
sujets, sera plus bas. La représentation schématique de la cons- 
titution élémentaire des diverses souches dermovaccinales 
examinées (voir page 152) rend compte des caractéres variables 
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du conflit, en fonction méme de cette constitution. Et ceci 
argumente les considérations formulées récemment par Leva- 
diti, dans le Traité « Les ultravirus des maladies humaines » 
(Levaditi et Lépine, loc. cit.), au chapitre Caractéres généraua 
des ultravirus, conclusions que voici 

« Que se passe-t-il lorsque l’infragerme de la vaccine réussit 
a se développer dans le néyraxe du lapin et A devenir, ainsi, 
ce que l’on dénomme neurovaccin ? L’unité virulente se 
trouve sollicitée par deux ordres de systémes tissulaires, inti- 
mement imbriqués l’un dans l’autre ; les neurones (dérivés de 
Pectoderme invaginé), et le systéme réticulo-endothélial, 
auquel participent les vaisseaux, les méninges, la microglie 
et les plexus choroides. Les deux affinités sus-mentionnées 
entrent aussit6t en jeu, mais tandis que l'une d’elles, la méso- 
dermotrope, s’exerce en toute plénitude, autre, la neuro- 
trope, malgré son caractére dominant, s’efface. Il n’y a pas, 
en effet, d’altération des cellules nerveuses dans ]’encéphalite 
vaccinale du lapin, alors que la vascularite, la méningite et 
la plexite atteignent le plus haut degré et provoquent la mort 
de l’animal. La raison de cette dissociation des deux affinités 
de lultragerme neurovaccinal est simple. La différenciation 
de la cellule nerveuse par rapport A sa scour ainée, la cellule 
épithéliale ectodermique (tant du point de vue morphologique, 
-qu’en ce qui concerne son fonctionnement et, par conséquent, 
sa constitution physico-chimique) est telle, que le virus vacci- 
nal, tout épithéliotrope qu’il soit, reste inactif en face du neu- 
rone. Son potentiel pathogénique se porte intégralement. vers 
le seul systéme tissulaire réceptif : le mésoderme névraxique. » 

C’est de la sorte, et en vertu d’un PRENOMENE EMINEMMENT 
siLEcTIF, ow la réceptivité du systéme réticulo-endothélial 
névraxique joue le réle d’un véritable « SELECTEUR », que cer- 
taines souches dermovaccinales se transforment brusquement, 
ou pelil a petit, par des passages successifs, en souches neuro- 
vaccinales. Le caractére dominant épithéliotrope du vaccin 
jennérien cede le pas au caractére secondaire, récessif, parti- 
_culiérement mésodermotrope. 
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3° LES « SELECTEURS ». 


Nous appelons « sélecteurs » les systémes capables de sélec- 
lionner les éléments E et M entrant dans la composition 
du virus vaccinal et, trés probablement aussi, d'autres 
ultravirus similaires, tel celui de l’herpés. Ces systémes 
sont multiples. Nous venons de voir ce qu’il en est du névraze, 
lequel, par le simple jeu de ses éléments constitutifs, neurones 
et neuroglie d’une part, tissu réticulo-endothélial, d’autre 
part, dissocie les entités E et M du dermovaccin bovin et en 
modifie les proportions respectives, afin de le transformer en 
neurovaccin (voir schéma ci-contre). 

Dermovaccin originel : EEEEEEEEMM (8 E + 2 M). 


Dermovaccin incomplétement sélectiunné : ELEEMMMMMM (4 E + 6 M). 
Dermovaccin pr faitement séleclionné: EEMMMMMMMM. Neurovaccin (2 E + 8M). 


C’est la un exemple de « sélecteur tissulatre ». 

Un second exemple est fourni par les éléments embryon- 
naires, incomplétement différenciés, de la membrane chorio- 
allantoide de l’ceuf de poule incubé.- Ici, lVefficacité du sélec- 
teur est infiniment plus accusée, en ce sens que Ja transfor- 
mation du vaccin jennérien en neurovaccin s’opére avec plus 
de facilité et de rapidité (Levaditi et Voet ; Molino, loc. cit.). 
Nous ne sommes pas éloignés de penser que, dans cette sélec- 
tion exercée par des organites en voie de différenciation, les 
faibles valeurs de l’indice de résistance p jouent un réle de 
premier plan. 

Les sélecteurs sont donc multiples. A ceux cités précédem- 
ment, nous ajouterons, au litre de sélecteur tissulaire, le testi- 
cule, organe utilisé par Levaditi et Nicolau (loc. cit.) lors de 
la premiére préparation du neurovaccin. II doit y en avoir bien 
d’autres, que de nouvelles recherches ne tarderont pas a 
découvrir. Quoi qu’il en soit, n’oublions pas que le premier 
sélecteur entre tous, est celui représenté par L’ESPECE ANIMALE, 
attendu que des souches dites neurovaccinales, sélectionnées 
par des passages sur le lapin, et éminemment mésodermo- 
tropes, peuvent se révéler manifestement moins encéphalito- 
génes pour d'autres espéces animales (Ja souris ou le cobaye, 
par exemple). 
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aen somme, SELECTEURS RATTACRES AL’ ESPECE ANIMALE, 
SELECTEURS TISSULAIRES, SELECTEURS INTIMEMENT LIES A LA 
DIFFERENCIATION DES ORGANITES (étal embryonnaire), sont autant 
de facteurs capables de déterminer une inversion des possibi- 
liiés d’un ultravirus donné, considérées sur le plan des affi- 
nités électives. 

Il va de soi que notre maniére de voir est basée essentielle- 
ment sur des modifications des rapports quantitalif{s entre les 
diverses variétés d’éléments corpusculaires virulents, partici- 
pant a la constitution d’une souche d’ultravirus donnée, et 
quelle laisse ouverte la question des changements qualitatifs 
(caractéres acquis). De tels changements sont, a priori, par- 
faitement concevables. Néanmoins, le fait que le processus 
est, ainsi que nous aurons l’occasion de le démontrer ci-aprés, 
wréversible, Vhypothése des caractéres acquis transmissibles 
d’une génération d’entités corpusculaires 4 l’autre, parait, 
pour le moins, problématique. | 


* 
* O* 


Dés lors, un nouveau probléme se pose. Peut-on, par un 
artifice expérimental, revenir en arriére, en d’autres termes, 
inverser la proportionnalité des éléments constitutils E et M 
du virus vaccinal, afin de transformer les caractéres mésoder- 
motropes secondaires, devenus prévalents, en caractéres domi- 
nants épithéliotropes, amendés du fait de l’adaptation névraxi- 
que ? Est-il possible d’obtenir 4 nouveau du dermovaccin en 
partant du neurovaccin ? Le phénoméne est-il, ow non, réver- 
sible ? 

Afin d’élucider ce probléme, dont l’importance ne saurail 
étre méconnue, nous avons fait appel & l’inoculation de la 
souche neurovaccinale LN a la génisse, par voie dermique. 
Noug nous attendions a ce que, grace 4 ce changement d’es- . 
pece, le neurovaccin récupére les caractéres dominants du 
virus jennérien primitif, tout en perdant son mésodermotro- 
pisme. Or, les résultats furent totalement différents de ceux 
que nous espérions enregistrer. En voici la preuve : 
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INOCULATION DU NEUROVACCIN A LA GENISSE 


Expérrence I. — Emulsion neurovaccinale (souche LN) préparée avec 
le névraxe des lapins 531 G, 532 G, 583 G et 534 G, morts d’encéphalite 
vaccinale du troisitme au quatritme jour (lésions caractéristiques et 
virulence accentuée évaluée sur la peau du lapin ; titre 10~ °). Cette 
émulsion épaisse est inoculée (65), par voie cutanée, a la génisse n° 2. 
Le quatriéme jour, apparition de crofites, sans. érythéme ni wdéme. 
Le sixiéme jour, méme aspect ; peut-étre Iéger cedéme, par rapport 
aux scarifications témoins (effectuées sur une autre région de la peau, 
sans y avoir déposé le neurovaccin), Raclage des crofites et biopsie. 
Ces crotites sont broyées et émulsionnées A 10 p. 100 dans un bouillon 
de Hartley, puis centrifugées. Le liquide surnageant est filtré 4 travers 
une membrane en collodion de 1.000 muy. Filtrat stérile. 

Pulpe non filtrée. Inoculation au lapin 726 G. Belle éruption type 
dermovaccinal. 

Titrage du filtrat. Voie intracutanée, lapin 733 G. Titre = 10~-°. 

Inoculation du filtrat. a) Voie intracérébrale. Lapin 718 G, mort le 
troisitme jour. Lésions névraxiques neurovaccinales typiques et pré- 
sence de virus. Deux passages positifs consécutifs sur les lapins 732 G 
et 738 G. Méme résultat chez le second lapin 719 G, inoculé avec le 
méme filtrat, par voie transcranienne. 

b) Voie intrapéritonéale. Lapin 722 G. Mort le septiéme jour. Exsudat 
péritonéal contenant des monocytes et du virus. 

¢) Voie intrapleurale. Lapin 720 G, mort le septi¢tme jour. Altéra- 
tions de pneumonie vaccinale et virulence de 1’exsudat pleural. 


ConcLusions. — Cette expérience montre ce qui suit : 

1° Des différences fondamentales apparaissent entre les 
réactions locales provoquées sur la peau de la génisse par le 
dermovaccin bovin, d’une part, et par le neurovaccin d’autre 
part. Le vaccin jennérien détermine des pustules caractéris- 
tiques, accompagnées d’une infiltration massive du derme, 
alors que le neurovaccin se révéle, pour ainsi dire, macros- 
copiquement inopérant. A peine son inoculation est-elle 
suivie de la formation de crofites légérement cedémateuses. 
Cependant, au point méme ot cette inoculation est effectuée, 
on constate, le sixiéme jour, la présence du virus dans les 
crottes cutanées. Or, ce virus, apres ultrafiltration & travers 
une membrane en collodion (1.000 mu), se révele étre le méme 


(65) L’inoculation a été pratiquée, suivant la techniyue en usage 
dans 1’Etablissement vaccinal de M. Fasquelle, par le personnel de cet 
Etablissement et sur des animaux que ce regretté collaborateur et ami 
a bien voulu mettre a4 Ja disposition de 1’Institut Pasteur (Levaditi). 
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que le neurovaccin ayant servi & Vinoculation de la génisse. 
Un seul passage par cette espece animale ne réalise done 
aucune modification appréciable des propriétés morbigenes du 
virus adapté au névraxe du lapin. 

Quant aux altérations microscopiques constatées dans la 
peau de la génisse, elles peuvent se résumer ainsi : 

Pustulisation nette, mais trés faiblement accentuée et stric- 
tement localisée. Sur les bords de la pustule, hypertrophie de 
la couche de Malpighi, avec de nombreuses mitoses. (a et 1A, 
vésiculisation de l’épithélium. Périvascularite, avec diapédése 
leucocytaire intense au niveau des papilles. Au centre de la 
pustule, décollement des cellules épithéliales et présence de 
nombreux polynucléaires caryolysés. Abondance de cellules 
basophiles. 


Expérience II]. — Primo-inoculation. — Emulsion cérébrale (souche 
neurovaccinale LN) préparée avec les encéphales des lapins 943 G, 944 G 
et 945 G (lésions positives). ‘Titre=10—7’. Eprouvée sur le lapin (voie 
pleuro-péritonéale), cette émulsion se comporte comme le neuro- 
vaccin type. Elle sert A inoculer massivement la génisse 3. Le 
troisiéme jour, légéres crofites, mais pas d’cedéme. Méme aspect le 
dixiéme jour. Les crodiites sont prélevées le cinquiéme jour et traitées 
comme dans l’expérience précédente (ultrafiltration & travers une 
membrane en collodion de 810 my). Le filtrat est titré sur le lapin. 
iitres——10 Se 

a) Inoculation transcranienne. — Lapin 986 G, mort le quatriéme 
jour. Lésions neurovaccinales positives et passage intracérébral égale- 
ment positif (lapin 20 H, mort le cinquiéme jour). 

b) Inoculation intrapéritonéale, — Lapin 984 G, sacrifié le troisiéme 
jour. Trace d’exsudat péritonéal, mais virulence de cet exsudat. Lapin 
985 G, sacrifié le huititéme jour. 2 A 3 cent. cubes d’exsudat. Chez 
tous deux, altérations manifestes de 1’épiploon. 

c) Inoculation intrapleurale. — Lapins 982 G et 983 G, sacrifiés, res- 
pectivement, les troisiéme et huitiéme jour. Présence de virus dans 
les quelques gouttes d’exsudat recueilli dans la cavité pleurale et alté- 
rations de pneumonie vaccinale chez le premier de ces animaux. 

Premier passage sur la génisse. — La pulpe préparée avec les crotites 
cutanées de la génisse 3, servent 4 inoculer, de la méme maniére, la 
génisse 4. Le cinquitme jour, léger ced@me autour des scarifications et 
petites pustules. Trace de liquide sous les crotites. Celles-ci sont préle- 
vées le cinquieme jour et servent 4 préparer une émulsion au 1/10, 
laquelle est, d’abord, centrifugée et dégrossie 4 lravers une membrane 
en collodion de 3.590 yw. Filtrat stérile. Titre du filtrat = 10~ *. 

a) Inoculation intracérébrale. — Lapin 29 H, mort d’encéphalite 
neurovaccinale le troisitme jour (passage positif). 

b) Inoculation intrapéritonéale. — Lapins 27 et 28 H, sacrifiés, res- 
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pectivement, les troisiime et sixiéme jours. Riche exsudat particulié- 
rement virulent (réaction type neurovaccinale) [fig. 12]. 

c) Inoculation intrapleurale. — Lapins 25 et 26 H, sacrifiés, comme 
précédemment. Méme réaction intense [exsudat abondant (12 et 20 cent. 
cubes) et virulent]. ‘ 

Deuziéme passage sur la génisse. — La pulpe préparée avec les 
crotites cutanées de la génisse 4, sert & inoculer, de la méme maniére, 


Fic. 12. — Lapin 28H. Inoculation de neuroyaccin (passage génisse) dans la 
cayite péritonéale. Lésions hémorragiques et inflammatoires de \’epiploon. 
Hémalun. Gross. : 50/4. 


la génisse 5. Le sixitme jour, belle éruplion papulo-pustuleuse a la 
surface de chaque scarificalion. Crotites molles, 4 moitié décollées, sous 
lesquelles du liquide s’est accumulé. Assez fort coed®me du pourtour 
des scarifications. Cueillette le sixiéme jour. La pulpe est traitée comme 
ci-dessus. Le filtrat stérile est titré. Titre = 10 —7. 

a) Inoculation intracérébrale. — Lapin 102 H, mort le quatriéme jour. 
Lésions intenses et passage transcranien positif. 

b) Inoculation intrapéritonéale. — Lapins 46 H, 47 H et 48 H, le 
premier sacrifié le troisitme jour, le second mort le cinquiéme, le 
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troisiéme également mort le sixiéme jour. Chez les deux derniers, 
quantité considérable d’exsudat péritonéal (60 4 100 cent. cubes) et 


ue intenses €piploiques. Présence de virus dans le liquide exsu- 
atif. 


¢) Inoculation intrapleurale. — Lapin 44 H, sacrifié le troisitme jour, 
et lapin 45 H, mort le septiéme jour. Exsudat abondant (3 cent. cubes 
chez le premier et 20 cent. cubes chez le second), mais stérilité de ce 
liquide. Toutefois, le méme liquide, prélevé chez un troisitme animal 
101 H, inoculé ultérieurement avec le méme filtrat, et mort le sixiéme 
jour, se révéle contenant des germes vaccinaux. 


Quant aux altérations microscopiques des manifestations 
cutanées constatées chez ces trois génisses, les voici, en 
résumé 


GiniIssE 3. — Légéres lésions inflammatoires des papilles dermiques 
et périvascularite monocytaire a siége dermique. 


GéEnissE 4. — Pustulisation nette. Nécrose des épithéliums cutanés, 
avec infiltration polynucléaire de la couche de Malpighi. Formation de 
crotiites et nombreuses mitoses dans la couche basale. Hypertrophie des 
follicules pileux, lesquels sont entourés de foyers inflammiatoires aigus 
et de périvascularite monocytaire. 


GénissE 5. — Allérations trés intenses avec prolifération des épithé- 
liums cutanés, siége de nombreuses mitoses. Diapédése polynucléaire 
trés accusée. Pustulisation et périvascularite monocytaire. 


Concuiusions. — Les réactions cutanées chez la génisse ino- 
culée avec la souche neurovaccinale LN, sont, lors de la primo- 
inoculation, trés peu marquées, macroscopiquement parlant. 
Toutefois, au fur et & mesure des passages sur cette espéce 
animale, ces réactions prennent de l’ampleur, a telle enseigne 
que lors de la troisiéme inoculation, la pustulisation, tant du 
point de vue de l’aspect clinique, que des particularités histo- 
logiques, se rapproche, jusqu’a l’identification, de celle qu’en- 
gendre l’inoculation du dermovaccin bovin. El, cependant, en 
dépit de cet accroissement progressi{ de la virulence cutanée 
pour la génisse, le neurovaccin, a en juger dapres les réac- 
tions pleuro-péritonéales et l’encéphalopathie vaccinale qual 
provoque, RESTE NEUROVACCIN quant a ses affinités mésoder- 
miques pour le lapin. 

Nous en déduirons que le « sélecteur » génisse se révele 
incapable d’inverser les alfinités épithéliotropes et mésoder- 
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motropes du neurovaccin. S’il exagére les premiéres de ces 
alfinités pour le revétement cutané de la génisse, il respecte 
le mésodermotropisme de ce neurovaccin pour le lapin ; bien 
plus, il semble méme en augmenter 1|’intensité (66). Aucun 
retour en arriére n'est donc possible. Le sélecteur génisse se 
réveéle inopérant sur ce plan, d’ot il s’ensuit que le phéno- 
mene sélectif est irréversible (67). La sélection numérique des 
éléments corpusculaires E et M entrant dans la constitution du 
virus jennérien, apparait, de la sorte, comme difficilement 
modifiable, sinon comme définitivement fixée. 


* 
* * 


Ce sont la, dans leur ensemble, les constatations qu’il nous 
a 6t6é donné de recueillir au sujet des affinités tissulaires du 
vaccin jennérien. Elles montrent combien intéressantes sont 
ces études, et A quel point il serait opportun que la méthode 
fit appliquée 4 d’autres ultragermes appartenant au groupe 
des Ectodermoses neurotropes. Certes, le probléme est parti- 
culi¢rement complexe, de par la pluralité méme des facteurs 
qui interviennent dans le processus sélectif, les uns rattachés 
au germe, les autres 4 l’organisme réceptif. Raison de plus 
pour que l’on s’y attaque avec acharnement et méthode. 


(66) La mort des lapins inoculés par voie pleuro-péritonéale parait 
le prouver. 

(67) Cette irréversibilité parait résulter également des expériences de 
Nicolau et Poincloux (C. R. Soc. de Biol., 94, 1924, p. 1289) ayant 
montré qu’un passage sur l’espéce humaine, ne modifie pas sensible- 
ment les caractéristiques du neurovaccin. Des essais sur le singe sont 
en cours (Cf. Levaditi, Béquignon et Reinié. C. R. Soc. de Biol., 426, 
1937, p. 980). 


SUR LA METHODE CLASSIQUE DE PASTEUR 
POUR LA VACCINATION ANTIRABIQUE 


par Grorces BERTONI. 


Unstitut antirabique de Bologne. Directeur : Proj. Ivo Nov1.) 


Dans le numéro du mois de juillet 1937 des « Annales de 
l'Institut Pasteur », Lépine et Sautter [4] présentent une étude 
sur les vaccins antirabiques phéniqués et affirment la supério- 
rité d'une telle méthode en comparaison de la méthode pasto- 
rienne classique, modifiée par Calmette, surtout en raison de 
« Vinévitable et inexorable évolution » que le virus fixe 
présente vis-a-vis de la dessiccation. A ce propos, ils pronos- 
tiquent que ce virus ne pourra plus, dans un avenir trés 
prochain, étre employé pour la vaccination antirabique, du 
fait de sa virulence toujours décroissante. 

Depuis longtemps, pour cette méme raison, le traitement 
antirabique a subi des modifications remarquables et il est 
devenu plus énergique. A l'Institut Pasteur de Paris, dés |’an- 
née 1921, l’usage des moelles ayant perdu toute leur virulence 
a été abandonné ; la durée de la dessiccation fut portée de 
dix jours 4 cing jours, pour passer bientét a quatre jours. 
Dans beaucoup d’autres Instituts encore, qui suivent la méme 
méthode qu’a Paris, on a fait les mémes observations. A Lille, 
Grysez et H. Marneffe [2] confirment que, dés 1919, les moelles 
de six jours ne sont plus virulentes ; dés 1933 la méme consta- 
tation est faite pour les moelles de cing jours. A Madagascar, 
Girard et Robic [3] observent que la virulence ne dure pas 
au dela du quatrisme jour de la dessiccation. A Alger, 
Murat [4] constate que méme les moelles de quatre jours ne 
sont pas toujours virulentes. 

Toutefois, la perte de la virulence que subissent les moelles 
au dela du quatriéme jour, quoique affirmée par des observa- 
tions nombreuses et par des auteurs de valeur indiscutable, 
n’est pas, & mon avis, l’expression d’une loi certaine et géné- 
rale ; elle ne représente pas non plus un arrét de mort pour 
la destinée de la méthode classique de Pasteur. 
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Je suis arrivé a cette conception aprés des constatations 
différentes qui ont été faites a l'Institut antirabique de Bolo- 
ene, en ce qui concerne Ja résistance de la virulence & la 
dessiccation. 

Le Prof Novi, qui dirige l’Institut depuis sa fondation, com- 
mencait le traitement, jusqu’éa l'année 1927, avec des moelles 
ayant une dessiccation de douze jours ; depuis lors il a adopté 
les moelles de dix jours, quelquefois les moelles de neuf jours, 
et seulement dans les cas les plus graves celles de huit jours. 
Il s’est toujours opposé & commencer le traitement avec des 
moelles moins atténuées, parce qu’il avait remarqué, a plu- 
sieurs reprises, que les moelles de cing et de quatre jours sont 
encore virulentes. 

Moi-méme, en 1935 [5] dans une série d’expériences sur la 
résistance du virus fixe a la dessiccation, j’ai obtenu les résul- 
tats consignés dans le tableau suivant : 


POIDS 
NUMERO du INCUBATION 
cobaye | INJECTION | PARALYSIE 

de la moelle (1) en en jours 
grammes 


2 jours dedessiccation.| 290 }|28 janvier.|1°" fevrier.| 2 février. 

3 joursdedessiccation.| 280 |410 février.|14 février.1435 février. 

3j urside dessiccalion.| 300 43 mars. | 17 mars. ; 18 mars. 

4 jours dedessiccation.| 310 43 mars. | 47 mars. | 48 mars. 

4 jours dedessiccation.| 290 14 mars. | 148 mars. | 19 mars. 

4j ursdedes~iccalion.| 300 31 murs. 4 avril. § avril. 

5 jours de dessiccation.| 300 43 mars. | 24 mars. | 25 mars. 

5 jours edessiccation.| 300 40 avril. | 20 avril. | 23 avril. 

6 jours dedessiccation.| 300 4 avril. L’animal a survécu. 
7 jours de dessiccation.| 300 5 avril. Lianimal a survécu. 

| i 


m bo Oe 02 CR CT OTC 


oo 


(1) Dans lous ces essais il a été injecté 0 c. c. 5 de suspensien de moelle dans les 
muscles de la nuque. 


Ces données expérimentales confirment donc ce que le 
Prof. Novi avait déja eu Voccasion de constater. Elles condui- 
sent a ces conclusions : a ]’Institut antirabique de Bologne, 
non seulement les moelles de quatre jours, mais encore celles 
du cinquiéme jour de dessiccation sont constamment viru- 
lentes. L’affaiblissement du virus se vérifie d’une facon moins 
marquée que dans les autres Instituts analogues. De plus, on 
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peut préciser que, a cet Institut (61 la sensibilité du virus a 
la dessiccation a, depuis longtemps, atteint des limites qui 
n’ont plus changé. Ce phénomene, que Puntoni appelle « muta- 
mento », cette évolution du virus fixe vers une atténuation 
toujours croissante, n’a pas recu jusqu’a présent, une expli- 
cation complétement persuasive. 

Remlinger et Bailly, d’aprés des comparaisons faites a I’Ins- 
titut Pasteur de Tanger [7] entre la virulence des moelles de 
Pannée 1923 (2.200° passage), sont portés & imputer au nombre 
des passages la diminution considérable de la virulence. 
Lépine, Cruveilhier et Sautter [8] retiennent, au contraire, que 
Pévolution du virus dépend du fait que les passages sont répé- 
tés exclusivement depuis cinquante-cing années de cerveau a 
cerveau : par conséquent, il se produit une adaptation toujours 
plus étroite du virus au neurone ct une perte progressive 
d’affinité pour les autres tissus. 

A Bruxelles, Lefévre de Arric et J. Tchang-Kouo-Ngen [9], 
voient une cause dans la diversité de la région ow le virus est 
utilisé. 

Toutes ces opinions, en raison méme de leur disparité, ne 
persuadent pas, et nous confirment qu’en cela nous sommes 
encore bien éloignés d’une conclusion certaine. La résistance 
différente que le virus oppose a la dessiccation a 1’Institut 
antirabique de Bologne et dans les autres Instituts, m’a porté 
a rechercher dans la diversité de la technique de la conserva- 
tion des moelles l’explication de cette évolution si variable et 
si discutée. 

A Bologne, le Prof. Novi a toujours suivi la méthode classi- 
que de Pasteur, avec la seule modification de Pusage du chlo- 
rure de chaux au lieu de potasse. Les troncons de moelle 
virulente sont soumis a la dessiccation & 23° et a l’obscurité, 
pendant le nombre de jours voulu. 

Dans la presque totalité des autres Instituts, au contraire, 
les moelles arrivées au degré de dessiccation voulu, sont fixées 
dans la glycérine, afin de rendre la technique de la vacci- 
‘mation plus pratique et moins dispendieuse, suivant la 
méthode créée en 1887 par Roux et introduite par Calmette 
dans la pratique (4891). C’est ainsi que l’on conserve en glycé- 
‘rine les moelles, jusqu’au moment de l'utilisation. Mais sur 
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les moelles, dans ces conditions, s’exercent des causes d’atté- 
nuation : tout d’abord la dessiccation, puis lVaction de la 
elycérine. Celle-ci, loin de se comporter comme une simple 
substance fixatrice et inerte, exerce une action nocive sur les 
moelles desséchées, 4 tel point gu’aprés quinze jours de 
contact avec la glycérine, la virulence diminue plus ou moins, 
jusqu’a compléte disparition. Ce fait si évident a appelé 
depuis longtemps l’attention des chercheurs. 

Depuis 1928, Remlinger et Bailly 40] ont remarqué l’action 
alfaiblissante de la conservation en glycérine sur la virulence 
des moelles : cette substance n’est pas seulement déshydra- 
tante, mais aussi toxique, antiseptique. Il n’est done pas 
surprenant qu’avec une telle méthode la virulence cesse déja 
dans les moelles de cing jours et de quatre jours. Bien plus, 
Lépine, Cruveilhier et Sautter [8] ont vu que méme des 
moelles de deux ou trois jours de dessiccation avaient perdu 
en quelques cas toute leur virulence au sixiéme jour de fteur 
conservation en glycérine. 

D’aprés ces observations, pour ne citer que les principales, 
on ne saurait pas ne pas soupconner que ce soit vraiment 
la conservation en glycérine qui altére d’une facon si remar- 
quable les caractéres du virus, d’autant plus que par cette 
méthode on a vérifié le phénoméne opposé a celui que je viens 
d’indiquer. Bablet [44] a vu qu’A Saigon le virus rabique n’est 
pas éteint aprés quatre jours de dessiccation, bien plus il reste 
encore actif aprés cing, six et quelquefois méme aprés sept 
jours. On a retenu qu’en pareils cas Je changement de pro- 
priété du virus pouvait étre en relation avec la région ot il 
est utilisé. Quoi qu’il en soit, il y a beaucoup de facteurs, la 
plupart encore obscurs, qui ont conduit a contester la fixité des 
moelles conservées en glycérine. Il est utile de faire connaitre 
qu’a l'Institut de Bologne, au contraire, méme le temps d’incu- 
bation présente actuellement un caractére de constance qui 
garantit la continuité d'action de la souche  vaccinale 
employée. Celle-ci est toujours celle que le Prof. Novi recut 
en 4889 4 Naples de Zagari, qui l’avait & son tour rapportée 
de Paris. En 1889, l’incubation variait de sept & hnit jours et 
la mort survenait le huitiéme ou le neuviéme jour respec- 
tivement. De 1892 4 1896, lTincubation est descendue a 
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cing jours, la mort survenant au septiéme jour. De 1897 a 
1915, V’incubation a été de quatre jours et la mort se produi- 
sait au sixiéme jour. Dés l’année 1946 le Prof. Novi, pour 
éviter le danger de l’infection probable de l’axe cérébrospinal 
par les microbes qui émigrent surtout de l’intestin des lapins, 
a proposé la méthode du saignement dés que la paralysie est 
généralisée, au lieu de laisser mourir les lapins en glaciére, 
comme on a fait longtemps dans les principaux Instituts anti- 
rabiques. En 1935 seulement, les Instituts Francais ont suivi 
la méthode créée et mise en ceuvre par mon Maitre il y a 
dix-neuf ans. Depuis lors, on commence A remarquer des 
incubations de trois jours, avec d’autres de quatre jours, et 
la mort survient toujours le quatritme jour. Enfin depuis 
Vannée 1928, l’incubation est constamment de trois jours et 
la mort survient toujours au quatriéme jour. 

Parallélement, le nombre des passages a présenté une aug- 
mentation réguliére, atteignant des chiffres supérieurs & ceux 
de la plupart des autres Instituts. 

En 1899 le virus était 4 son 235° passage ; en 1900 au &10° ; 
en 1910 au 4.435° ; en 1923 au 2.382°, tandis qu’é Tanger 
il était au 2.215° et & Naples au 1.850° ; en 1934 a4 Bologne 
i] était au 3.417°, a Paris (octobre) au 1.522°, & Tanger au 
2.670° ; le 4° janvier 1937 au 3.324° et a Paris au 1.533%. 

La constatation ne saurait échapper que le nombre élevé 
des passages du virus de Bologne, contrairement a l’opinion 
déja exprimée par Remlinger et Bailly, n’a point contribué a 
diminuer la virulence des moelles. 

Parmi les adeptes de la méthode de la conservation en 
elycérine, nombreux ont été ceux qui ont tenté d’apporter 
des modifications en vue de remédier a cette perte progressive 
de la virulence de leurs moelles. 

Lépine [42! affirme qu’il y aurait avantage 4 substituer a la 
conservation en glycérine, la congélation & —10° pour la con- 
servation du virus. 

Grysez [43] propose un traitement de 8 injections avec des 
moelles conservées de neuf & seize jours a 23°, et ues autres 
avec des moelles conservées A 10°. 

Lépine et Sautter (loc. cit.) penchent pour la méthode des 
vaccins phéniqués. 
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Maleré la valeur des résultats que donneraient ces diffé- 
rentes méthodes, la multiplicité méme de ces modifications 
présente toutefois quelque chose d’aléatoire et de bien éloigné 
de la simplicité de la méthode classique pastorienne. 

Moi aussi je suis d’avis que la science doit continuer a pro- 
oresser, et que, loin de s’arréter aux bornes atteintes par les 
Maitres, elle doit s’en servir comme d'une base pour parvenir 
a des sommets encore plus élevés. 

Mais la constance du temps d’incubation et la conservation 
de la virulence jusqu’au cinquiéme jour de dessiccation qu'on 
constate & l'Institut antirabique de Bologne, me persuadent de 
lefficacité réelle que le virus y présente toujours. Par consé- 
quent, continuer avec la méthode employée jusqu’ici n’est 
pas un arrét, mais le fruit d’une constatation continue et 
attentive de lintégrité du virus employé. En méme temps, 
c’est un hommage rendu @ la grandeur et au génie de Pasteur. 
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LES CHIENS NATURELLEMENT REFRACTAIRES 
A LA RAGE 


par P. REMLINGER et J. BATLLY. 


fl n’existe & notre connaissance que trois observations de 
lapins naturellement réfractaires & inoculation intra-céré- 
brale de virus rabique fixe ou de rue. L’une est due & M. J. 
Viala (1). Les deux autres sont personnelles & l'un de 
nous (2). Le sérum de ces lapins neutralisait pour le moins’ 
son volume d’une émulsion centésimale de virus fixe. 
M. Démétre Jonnesco (3) évalue A 1 p. 100 les cas de résis- 
tance naturelle 4 la rage des chiens inoculés par voie céré- 
brale. La proportion est moindre au Maroc. Sur 1.4060 chiens 
inoculés dans le cerveau & I’Institut Pasteur de Tanger pour 


4 


les besoins de la vaccination animale, nous n’avons trouvé 
que 4 sujets réfractaires a la maladie. I arrive en effet 
qu'un chien trépané une premifre fois sans succés ne résiste 
pas & une deuxiéme inoculation ou que, réfractaire au virus 
fixe, il succombe au virus de rue. 


Oxsservation I. — Le 31 mars, une chienne kabyle de grande taille, 
froment noir, 4gée de deux ans et demi, recoit sous la dure-mére 0c. c. 5 
d'une émulsion 4 1/40 de virus fixe. Aucun symptéme morbide. Ee 
est inoculée semblablement le 13 avril. Résultat négatif. Le 27, on lui 
injecte dans le cerveau 2 cent. cubes d’une émulsion épaisse de virus 
fixe. Cette épreuve la laisse indifférente alors que 2 chiens témoins, ino- 
culés semblablement avec 0c. c 5, présentent le 4 mai au septiéme jour 
les premiers symptémes d’une rage paralytique 4 laquelle ils succom- 
bent le lendemain. Le 7 mai, on inocule sous la dure-mére 1 cent. 
cube d’une émulsion A 1/20 de corne d’Ammon de lapin mort de rage 
des rues. Résultat négatif. Le 18 juin, cinquiéme trépanation. La chienne 
recoit dans le cerveau 1 cent. cube d’émulsion épaisse de corne d’Ammon 
de lapin mort quinze jours aprés une inoculation intracérébrale de 
virus des rues (rage paralytique 4 forme mavillaire). Résultat négatif. 
Mort du chien témoin au quinziéme jour. Le 23 aotit et le 27 sep- 


(1) Ces Annales, 1912, p. 239. 

(2) Ces Annales, 1903, p. 843, et Soc. de Biologie, 23 février 1918, 
p. 162. 

(3) Ces Annales, 1934, p. 664. 


196 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


tembre, sixitme et septitme inoculations intracérébrales d’un_ troi- 
siéme et d’un quatriéme virus de rues tres actifs. Aucune réaction. 

Il était indiqué d’étudier le pouvoir rabicide du sérum d’un animal 
aussi complétement réfractaire. Une émulsion a 1/1.000 de virus filtrée 
sur papier est mise en contact avec des volumes variés du sérum de la 
chienne et une expérience identique est faite avec le sérum d’un chien 
témoin de méme taille et de méme race. Les mélanges sont conservés 
vingt heures 4 +6° et une inoculation de 0 c. c. 5 est chaque fois pra- 
tiquée sous la dure-mére du lapin. Les résultats obtenus sont consignés 
dans le tableau suivant 


Tasteau I, — Emulsion de virus fixe a 1/4.000. 
LAPIN LAPIN 
f 5 sérum sérum 
ron Ee de la chienne d'un chien 
réfractaire témoin 
US OEWLIKES Vs Son 6 1 partie. A résislé. Mort de rage. 
Qepanies ou wm epaniies A résisté. Mort de rage. 
POOH S oon eh joeibulltes A résisté. Mort dle rage 
NO) [ORCS = Bo HN ORHIIKe A résisté. Mort de rage. 
25 parties. 1 partie. A résisté. Mort de rage. 
50) partres.) 5 4 partie: A résisté. Mort de rage 
ANOS MICS Gog 6 Hh qurheliie. A resisté. Mort de rage. 
200 parties. . . 1 partie. A résisté. Mort de rage. 
250 parties. 4 partie. Mort de rage. Mort de rage. 
300 parties. ae lepanties Mort de rage. Mort de rage. 
Ornservation Il. — Chien jaune clair, de race kabyle, de grande taille, 


agé d’un an et demi. Recoit le 14 mai sous la dure-mére 0 c. c. 5 


d’émulsion 4 1/50 de virus fixe. Aucun sympt6me morbide. Le 3 juin, 
l’animal recoit de méme 1 cent. cube d’une émulsion a 1/40 et 
demeure indemne, tandis qu’un chien témoin succombe le neuviéme 
jour. Le 21 juin, inoculation intracérébrale d’émulsion 4 1/40 d’un 
virus de rue. Aucun symptéme morbide. Les 23 juillet et 27 aodt, le 
sérum prélevé dans la saphéne est mis en présence de volumes crois- 
sants d’émulsion de virus fixe 4 1/1.000 filtrée sur papier. Le contact 
du sérum et du virus est maintenu vingt-quatre heures et de chaque 
mélange il est injecté 0 c. c. 5 sous la dure-mére du lapin. Les résul- 
tats ont été 


Tasieau Il. — Emulsion de virus fixe a 4/4.000. 
LAPIN ; LAPIN 
: . sérum sérum 
EMULSION SIL du chien dun chien 
réfraclaire témoin 
YTV 5 4 Bo Al jae. A résisté. Mort e rage. 
5 parties... . dT parte. A résisté. Mort de rage. 
Sipartics =... 2) Lepanties A résisté. Mort de rage. 
NUR ONO 5G tao th janiahl A rasisté. Mort de rage. 
20 parties . . . . 4) partie: Mort de rage. Mort de raze. 


SOT partiess yee Lap aids, Mort de rage. Mort de rage. 
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OssErvation III. — Chien kabyle agé de trois ans, robe bringée, taille 
moyenne, recoit le 12 juin sous la dure-mére 0 c.c. 5 d’émulsion a 
1/50 de virus fixe. Aucun symptéme morbide. Recgoit de méme le 2 juillet 
t cent. cube d’une émulsion épaisse du méme virus fixe et demeure 
indemne. Le 6 aodt, l’animal est inoculé dans le cerveau avec un virus 
de rue (1 cent. cube d’émulsion a 1/40) tuant le lapin en dix-huit jours. 
Résultat négatif. 

Le 8 aotit, le sérum du chien est mis en présence de volumes variables 
d’une émulsion de virus fixe 4 1/1.000 filtrée sur papier. Le contact est 
maintenu seize heures a 6° et, des divers mélanges, il est inoculé 0c. c. 5 
sous la dure-mére du lapin. Une expérience identique est effectuée avec 
le sérum d’un chien neuf pris comme témoin. 


TasLeAu II]. — Emulsion de virus fixe a 1/4.000. 
: LAPIN apy 
EMULSION SERUM sérum Ree ae 
du chien réfraclaire dun. chien 

temoim 
5 parties . . 1 partie. A résisté. Mort de rage. 
10 parties . . 4 partie. A résisteé. Mort de rage. 
15 parties . . 4 partie. A résisté. Mort de rage. 
20 parties . 1 partie. Mort accidentelle. Mort de rage. 
30 parties . . 14 partie. A résisté. Mort de rage. 
40 parties . . 1 partie. A résisté. Mort de rage. 
50 parties . 1 partie. A résisté. Mort de rage. 


Le 23 aodt, l’animal est trépané pour Ja quatriéme fois. On lui injecte 
dans le cerveau 1 cent. cube d’une émulsion 4 1/40 d’un deuxiéme virus 
de rue. Mort le lendemain des suites probables de l’opération, en sorte 
que la limite supérieure du pouvoir rabicide n’a pu étre déterminée. 
Passage par le lapin négatif au point de vue de la rage. 


OssERVATION IV. — Nous nous sommes demandé quelle était l’action 
du cerveau d’un chien réfractaire sur le cerveau d’un chien ayant suc- 
combé au virus fixe. Une vieille chienne hors d’4ge, de race kabyle, de 
taille moyenne est inoculée sous la dure-mére avec du virus fixe le 
22 juin, puis trés sévérement les 4 et 19 juillet 1937. Aucun symptéme 
morbide. L’animal est sacrifié le 24 aodit. On broie dans un méme mortier 
1 partie (20 centigrammes) d’écorce grise du cerveau d’un chien mort 
du virus fixe et 1 partie (20 centigrammes), 5 (1 gramme), 10 (2 gram- 
mes) parties de la chienne réfractaire. On laisse en contact quinze heures 
4 +6° et on émulsionne chaque mélange dans de l’eau physiclogique 
(1/20). On répete la méme expérience avec 1 partie de cerveau de la 
chienne réfractaire (0 gr. 20) et 1 (0 gr. 20), 5 (1 gramme), 10 (2 gram- 
mes) parties de cerveau rabique. De chaque émulsion préparée depuis 
six heures, on injecte 0 c. c. 3 sous la dure-mére des lapins. Tous les ani- 
maux sans exception ont contracté la rage et ont succombé a la maladie 
dans des conditions rigoureusement identiques ainsi que le montre le 


tableau suivant : 
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Tasieau IV. 


CERVEAU CERVEAU Aan 

rabique réfractaire 

NEOTAUR SMA a yoeoy oe 5 whaeehnes Mort de rage, le 8¢ jour. 

A SPaLtle we eyes eee OMDADUCS. Mort de rage, le 8° jour. 

WME og woo 6 MD) oeeeS Mort de rage, le 8° jour. 

De Dalules ees cent Seema DOEbLes Mort de rage, le 7° jour. 

NOISE Se coe 6 AE keene Mort de rage, le 7° jour. 
Onservation V. — L’expérience précédente est répélée avec le cerveau 


de ja chienne de lobservation J, inoculée 5 fois sans succés sous la 
dure-mére et dont le sérum avait des propriétés rabicides si énergiques 
qu’il neutralisait 200 fois son volume d’une émulsion 4 1/1.000 de virus 
fixe. La chienne est sacrifiée en pleine santé le 5 novembre par saignée. 
Des fragments de substance cérébrale sont coupés dans l’écorce grise de 
la région pariétale. On broie simultanément dans un mortier 1 partie 
(20 centigrammes) d’écorce grise provenant du cerveau d’un chien mort 
de virus fixe et 1 ou 5 parties (20 centigrammes ou 1 gramme) du cerveau 
de la chienne réfractaire. On Jaisse en contact quinze heures a la tempé- 
rature de 6°. Passé ce délai, on émulsionne a 1/20 chaque mélange dans 
l’eau physiologique. On laisse sept heures en présence et de chaque émul- 
sion on injecte 0 c. c. 3 sous la dure-mére du Japin. Deux autres lapins 
recoivent dans des conditions identiques 0 c.c. 3 d’une émulsion pro- 
venant du broiement d’une partie de cerveau réfractaire avec respective- 
ment 5 et 10 parties de cerveau rabique. Le tableau suivant fixe les résul- 
tats obtenus : 


TABLEAU V. 
CERVEAU CERVEAU 
rabique réfractaire yee 
ASparties i qae cr eee 1 partie. Mort de rage, le 9* jour. 
AW SPANCICMS xt turea: Seco 5 parties. Mort de rage, le 9° jour. 
DEP ALULCS teen sence ase 1 partie. Mort de rage, le 8¢ jour. 
AOS PALRES Ess cata noe nen 4 partie. Mort de rage, le 8° jour. 


Les chiens réfractaires 4 linoculation intracérébrale de 
virus fixe et de virus de rue constituent ainsi une exception 
rarissime (1/275). Ceci ne permet du reste pas de préjuger 
du nombre des sujets qu'une inoculation moins sévére, natu- 
relle ou expérimentale laisserait indifférents. La substance 
cérébrale de ces animaux réfractaires ne jouit d’aucune pro- 
priété neutralisante & l’égard de la substance nerveuse rabique. 
Par contre, alors que le virus des espéces animales réfrac- 
taires & la rage, la tortue terrestre par exemple, ne renferme 
aucune substance antirabique (Remlinger), le sérum des chiens 
naturellement réfractaires posséde & Végard du virus fixe des 


ss 
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propriétés rabicides énergiques. Une partie de sérum peut 
neutraliser jusqu’& 250 parties d’une émulsion de virus fixe 
a 41/1.000. Certes, cause d’erreur difficile & éviter, une partie 
de ces substances rabicides est le fait des inoculations intra- 
cérébrales auxquelles l’animal a été soumis avant d’étre 
saigné. L’élévation du pouvoir antirabique est toutefois de 
nature 4 faire supposer que l’origine expérimentale des anti- 
corps ne se rapporte qu’a une partie des substances rabicides 
décelées par les dosages. Quelle est la cause de cet état réfrac- 
taire ? Il est & présumer qu’il est lié a la présence dans le 
sang d’anticorps spécifiques. Mais ceci recule Ja difficulté sans 
la résoudre. Pourquoi certains chiens ont-ils des anticorps 
spécifiques dans le sang ) La solidité de l’immunité permet, 
croyons-nous, d’écarter lhypothése d’une immunité acquise, 
celle-ci étant en général passagére, partielle et non a toute 
épreuve comme celle qui a été décelée chez nos animaux. 
Trois de nos chiens du reste étaient jeunes : l’un d’eux méme 
trés jeune (un an et demi), ce qui rend improbable une immu- 
nité obtenue a la suite de morsures ayant déterminé une rage 
larvée, atténuée, en supposant que cette forme de la maladie 
existe. Une immunité congénitale héréditaire, liée aux parti- 
cularités si curieuses du passage du virus rabique 4 travers 
le placenta (Konradi, Remlinger) ne parait pas impossible. 
Le virus rabique peut traverser le placenta en qualité insuffi- 
sante pour donner la rage mais suffisante pour conférer 
Vimmunité. A vrai dire, la plus grande incertitude régne sur 
lorigine de ces anticorps rabiques comme du reste sur celle 
des anticorps tétaniques, diphtériques, staphylococciques, 
dysentériques, etc., susceptibles, comme on sait, de se ren- 
contrer A l’état normal mais a faibles doses dans le sang de 
Vhomme et des animaux (Rémer, Tenbroeck et Batier, Ramon 
et Lemétayer, etc.). Il serait évidemment intéressant d’accou- 
pler des animaux jouissant d’une immunité aussi absolue et 
de voir si de ces accouplements ne résulteraient pas des 
familles de chiens complétement réfractaires. En outre, le 
fait qu’un chien peut se montrer entiérement insensible & un 
virus pour lequel il présente une réceptivité si marquée 
dépasse peut-étre le cadre étroit de la rage. Il n’y a guére de 
raisons pour qu’une immunité naturelle aussi absolue ne 
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s’observe pas chez d’autres animaux a 1’égard d'autres mala- 
dies infectieuses. Ces faits paraissent susceptibles de rendre 
compte du résultat paradoxal de certaines expériences de labo- 
ratoire. Appliquée a l'homme, cette notion aide & comprendre 
pourquoi certaines personnes peuvent impunément. traverser 
les épidémies les plus meurtriéres et s’exposer, sans précau- 
tions, aux contacts les plus dangereux. 


IMMUNISATION DU VER A SOIE CONTRE LA PEBRINE 


par V. POLTEV. 


(Laboratoire Scientifique des Maladies des Abeilles. 
Institut Vétérinaire de Léningrad.) 


Dans Ja premiére moitié du siécle dernier, une épizootie 
— la pébrine — a dévasté les pays séricicoles, comme la 
France, l’Italie, Espagne, la Turquie, la Chine et 1’Indo- 
chine. Les pertes furent énormes. En 1865, la récolte des 
cocons en France tomba jusqu’a un sixiéme et les dommages 
s’élevérent & 100.000.6000 de francs. 

L. Pasteur, génial expérimentateur, se chargea de |’étude 
de cette maladie et proposa, en 1870, un moyen extrémement 
simple et efficace de lutte contre la pébrine. I] se basait sur 
lun des principes d’hygiéne sanitaire — l’isolement du ma- 
lade — largement utilisé dans la lutte contre les infections 
épidémiques. Il] a proposé d’isoler, dans des sacs de gaze, 
des papillons-femelles et de les examiner au microscope aprés 
la ponte. La graine des papillons pébrineux doit étre brilée 
et, seule, la graine des papillons sains peut étre conservée 
pour la reproduction. Cette graine porte le nom de « graine 
cellulaire ». Ce moyen s’est rapidement répandu dans tous 
les pays du monde et reste jusqu’dé présent une mesure indis- 
pensable et universellement reconnue. 

Cependant, l’obtention de cette graine cellulaire a néces- 
sité Vinstallation de fabriques de graines destinées a 
V’élevage des couvains, qui isolent les papillons-femelles dans 
les sacs, les examinent aprés la ponte et s’occupent de la con- 
servation de la graine cellulaire. Ces fabriques apparaissent 
comme une. grosse dépense additionnelle en sériciculture dans 
la production de la soie naturelle. Ges dépenses se composent 
en effet du prix de l’entretien des fabriques de graines et du 
prix de la graine jetée au rebut. 
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Prenant en considération les défauts énumérés, l'on ne pou- 
vait s’arréter aux résultats obtenus, mais rechercher des voies 
nouvelles, plus efficaces, de lutte. Une de ces voies est l’ac- 
croissement de Ja résistance a la pébrine de l’organisme du 
ver a soie. 

Dans son travail célébre, Stempell avait déja remarqué que 
toutes les chenilles ne sont pas également exposées a la 
pébrine. Il doit probablement exister des spécimens plus 
résistants, parmi lesquels il faudrait faire un choix et une 
sélection. 

Se basant sur les conclusions générales théoriques sur 
Vabsence de l’immunité artificielle dans les maladies 4 Proto- 
zoaires, personne n’a essayé de poursuivre les recherches dans 
cette direction. C’est pourquoi la proposition de Karakhan, 
faite en 1931, touchant l’immunisation artificielle du ver 4 soie 
contre la pébrine, n’en a été que plus inattendue et plus impor- 
tante. 

De 1932 & 1935, les collaborateurs de l’Institut Scientifique 
de Sériciculture de Asie centrale, en présence de l’auteur, ont 
vérifié la valeur de cette méthode de lutte contre la pébrine. 

Les expériences ont montré, que grace 4 l’immersion de la 
graine saine, gardée, pendant Vhiver, dans |’émulsion de 
graine pébrinée, les chenilles acquiérent une immunité stable 
contre la pébrine. 

Au mois de décembre 1935, Administration principale de 
l’Industrie de la Soie m’a proposé de continuer les recherches 
sur la question soulevée par Karakhan. Le 10 février 
1936, & la Séance de la Commission de Sériciculture de ]’Aca- 
démie d’Agriculture Lénine, apres le rapport de Mikhailolf 
concernant l’immunisation des chenilles d’aprés la technique 
de Karakhan, le président, l’académicien Koltzov, remarqua 
qu il fallait porter V’attention sur 1’étude du cycle évolutif du 
parasite de la pébrine dans la graine, en vue de préciser 
VPimmunité proposée. 

De cette facon, deux problémes paralléles se sont posés. 

I. Le probléme immunobiologique, c’est-a-dire la mise au 
point des bases théoriques du phénoméne de Karakhan et 


Il. Le probléme morphologique — le cycle évolutif du para- 
site de la pébrine dans la graine 
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I. — Mavr&rieL ET METHODE DES EXPERIENCES. 


Tout le travail a été fait A Tachkent, a l'Institut scientifique 
de Sériciculture de l’Asie Centrale. 

Comme matériel de base pour les expériences d’immuni- 
sation, on a employé la graine marquée zéro de la race de 
Bagdad, fournie par la fabrique de graine d’Ochsk. La graine 
pébrineuse, pour la préparation de l’antigéne, était livrée au 
centre principal de Kokande. 

L’immunisation était effectuée de la facon suivante 


Une partie (en poids) de graine pébrinée, prise directement a la gla- 
ciére et triturée dans un mortier, était additionnée de 2,5 parties d’eau 
du robinet ; le tout était soigneusement mélangé et passé a travers 
une gaze. 


L’émulsion, obtenue de la sorte, portait le nom d’antigeéene. 

Hormis cet antigéne spécifique, les expériences étaient faites 
également avec des antigénes non spécifiques, tels que : le 
blanc et le jaune d’ceuf, la graine saine, la gélatine, le collo- 
dion, la celloidine. 


La graine, enveloppée dans un morceau de gaze, élail plongée dans 
Vantigéne, ainsi préparé, jusqu’a imbibition compléte, puis, retirée de 
Vémulsion et débarrassée du superflu, la graine était étalée sur une 
couche fine de gaze et replacée a la glaciére. Aprés immunisation, la 
graine était conservée, comme auparavant, dans un bocal 4 une tem- 
pérature de 3-6°, ot elle restait le reste de l’hiver, jusqu’au moment 
de Vincubation. 


L’incubation de la graine commenca le 16 avril et toutes 
les boites avec la graine A expérimenter furent transférées dans 
un local & la température ordinaire. A partir du 19 avril, on 
maintint dans cette chambre une humidité de 70 p. 100 et une 
température de 20° qui s’élevait quotidiennement de 41° jus- 
qu’a 25°. 

La réactivation et l’éclosion en masse n’étant pas simulta- 
nées, toutes les chenilles, sorties les 24, 25 et 26 avril furent 
détruites ; dans la majorité des lots, on réussit, le 27 avril, 
a recueillir un nombre considérable de chenilles écloses. Ce 
jour-la, au fur et A mesure de l’éclosion, on préleva 150 a 
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200 chenilles, qui furent ensuite placées dans de petites boites 
séparées. 4 boites de chaque série furent prises qui, outre un 
numéro général commun, furent encore marquées par ordre 
chronologique : 1, H, HI, IV. De cette maniére, chaque série 
était composée de 600 4 800 chenilles divisées en 4 lots : 
le premier était destiné a étre infecté au premier age ; le 
second, au troisiéme ; le troisitme, au cinquiéme. Le qua- 
tridme, non infecté, servait de controle. 

Au commencement, les chenilles se trouvaient au labora- 
toire de la Section de Microbiologie de |’Institut, 4 Tachkent, 
mais dés le 9 mai, elles furent transportées dans une magna- 
nerie construite spécialement pour les travaux de la Section et 
appelée « pathologique », située & Djar-Aryk, & quelques kilo- 
métres de la ville, au milieu des plantations de Institut. La 
magnanerie en question avait 6 divisions-boxes, isolées les 
unes des autres, chacune de 4 m.x6 m. Chaque expérience 
était faite dans un box séparé. 

Jusqu’au quatriéme age, |’étevage était surveillé par G. Kara- 
khan et dés le quatriéme par un collaborateur de I’Institut, 
V. Khozinsky. Les boxes infectés, ainsi que les boxes aux che- 
nilles saines recevaient leur nourriture chacun de magnana- 
relles différentes. Les chenilles des trois premiers Ages étaient 
nourries toutes les deux heures et celles des deux derniers, 
toutes les trois heures. Jusqu’au cinquiéme 4ge, elles étaient 
nourries avec du murier de Khassak et au cinquiéme, avec 
du murier japonais. 

L’infection était faite en donnant aux chenilles de la feuille 
souillée de spores de Nosema. Pour le calcul des spores dans 
un volume déterminé, on utilisait la cellule de Thomas-Zeiss. 

Pour que les chenilles mangent mieux les feuilles infectées, 
on coupait ces derniéres avant le repas en petits morceaux et 
elles étaient piquées par une brosse & mains afin de créer une 
grande quantité de menues ouvertures. Aprés ces manipula- 
tions, les chenilles mangeaient les feuilles plus volontiers. 

Au quatriéme et au cinquiéme Age, de tous les lots des che- 
nilles infectées au premier Age, on prenait 30 chenilles, pour 
des préparations selon la méthode élaborée spécialement pour 
Ja section en masse. Dans ce but, on prélevait sur chaque che- 
nille l’hémolymphe de Vintestin, les glandes séricigénes ef 
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le tégument pour les recherches protistologiques ainsi que 
pour les recherches histologiques. 


La chenille destinée 4 la dissection, était soumise A la narcose A 
l’éther. Ensuite elle était lavée avec la solution physiologique et séchée 
entre des feuilles de papier buvard. 

De la chenille desséchée on coupait l’appendice de la queue. La goutte 
d’hémolymphe, extraite, était prise sur l’objectif par l’assistant de la 
maniére habituelle et, d’un seul mouvement, étalée sur toute la lame. 
La chenille était ensuite coupée en deux, entre le second et le troi- 
siéme segment thoracique. 

Grace 4 la pression habituelle sur les tissus et les parois de 1’intes- 
tin de la chenille décapitée, on obtenait une sortie partielle du contenu 
de l’intestin moyen. Ce dernier, 4 l’aide d’une pince, était facilement 
et entiérement extrait de la chenille avec la membrane péritrophique. 

Le cadavre décapité de la chenille, libéré du contenu de l’intestin, 
était sectionné une seconde fois, entre les segments du corps portant 
la premiére et la seconde paire de fausses pattes. Les bouts céphalique 
et caudal étaient fixés dans une solution chaude de Schaudin et la 
partie moyenne était préparée de la facon suivante: on extrayait 
d’abord les glandes séricigénes, qui étaient placées dans un mortier, 
puis l’intestin moyen, qui était mis dans un second et enfin 1|’enve- 
loppe cutanée dans un troisiéme. Au tégument et a l’intestin on 
ajoutait la quantité nécessaire d’eau physiologique (0,6 p. 100 de 
sel ordinaire) et aux glandes une solution d’alcali causlique 4 3 p. 100. 
Aprés avoir trituré minutieusement, on faisait deux frottis de chaque 
organe : l'un pour |’étude microscopique habituelle, |’autre pour une 
coloration spéciale et l’examen au fort grossissement. Toutes les pré- 
parations de la méme chenille étaient marquées d’un méme numéro, 
grace auquel on pouvait connaitre les résultats de l’examen d’une 
méme chenille pour des organes divers et suivant des méthodes dif- 
férentes. 

Au huititme jour, aprés le filage en masse, les cocons de chaque lot 
furent dépouillés de « sdore » (des points d’attache), comptés et pesés. 

Les cocons étaient mis dans des sacs spéciaux et tout le matériel 
d’une méme série était placé sur des étagéres A treillis isolés. Les papil- 
lons restaient jusqu’A leur mort naturelle entre ces doubles isolants, 
aprés quoi on en faisait ]’examen. 

Les résultats de l’immunisation étaient suivis au microscope. 


Il. — R&sULTATS ET DISCUSSION DES EXPERIENCES. 


Toutes ces expériences, ainsi que celles faites avec les anti- 
génes non-spécifiques, avaient pour but d’établir si la résis- 
tance est due aux propriétés de la graine ou a la formation 
de membranes colloidales autour de celle-ci. 

On sait, que les espéces japonaises et chinoises possédent une 
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résistance considérable 4 la pébrine en comparaison des espéces 
européennes, ce qu’avaient noté Pasteur, Bolle, Mittani, Ken- 
sanburo et d'autres. 

Nous avons pris en considération le fait que beaucoup de 
races japonaises et chinoises sont agglutinantes, tandis que la 
race européenne, la plus répandue, sur laquelle avait été con- 
trolée immunisation, n’est pas agglutinante. On a tenu éga- 
lement compte de ce qu’avec l’immunisation, il se forme une 
enveloppe colloidale albuminoide, due & l’émulsion de pébrine 
a la surface de la coque de la graine immunisée. On pouvait 
admettre li Vhypothése d'une relation entre le phénoméne de 
Karakhan et la création artificielle d’une membrane colloidale 
i la surface de la graine. C’est pourquoi, dans la série de nos 
expériences on avait prévu l’immunisation avec le blanc et le 
jaune d’ceuf, la graine normale, la gélatine, le collodion et la 
celloidine. 

Toutes ces expériences n’ont pas donné de résultats positifs, 
il s’est trouvé que tous les lots en expérience étaient infectés 
aussi fortement que les témoins. De la on peut conclure que 
le mécanisme de Vimmunité d’aprés Karakhan n’est pas en 
relation avec des membranes colloidales d’albumine ou de 
substances quelconques. I] faut donc chercher son explication 
dans Vaction positive de l’antigéne spécifique. 

Il est intéressant de noter l’action des membranes colloi- 
dales sur la graine a réactiver. Dans nos expériences nous 
avons observé un retard considérable dans la réactivation de 
la graine des élevages de printemps, d’été et d’automne. 


Tableau des résultats de la réactivation d’été. 


MATERIEL DE L’IMMUNISATION 


° 
= 
=) 
a 


n 
Co 
a 
oO 
2 
§ 
ay 
wn 
o 
n 
o 
uo) 


NOMBRE D'OEUFS 
44 JUILLET 
45 JUILLET 
16 JUILLET 
17 JUILLET 
18 JUILLET 
49 JUILLET 
20 JUILLET 
24 JUILLET 
22 JUILLET 

NOMBRE TOTAL 

POURCENTAGE 

de la vivification 


Celloidine i] 
Gélatine, 10 p. 100 44} 30 
Collodion j 68} 86 
309} 180 
535| 196 
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Remarque : Karakhan a obtenu des résultats positifs en 
immunisant non seulement avec l’antigéne spécifique, mais 
aussi avec le mélange de son émulsion et de sperme de beeul. 
Ce fait a besoin d’étre vérifié, 


Tableau des résultats de la réactivation d’automne. 


2| 8 ECLOSION DES CHENILLES PAR JOUR <5 | 68 

MATERIEL 2 = ae & : 3 

Eel eel Seis |S (Sle ge | BS 

de limmunisation AN Tec ea | ee tee et te | San cata cia renal le ces ze 

ela l2\2(2/212/ 2/8] 3/3] 8] 28 | Bs 

3/2 |slaglaelealslele{> [slo] 28 | *” 

Celloidine c 88 884 ANE ALO) rele ieee 29 8,3 

Gélatine, p. 100. 87 | 4.200 64) 94/68/20) 23) 4) 4] 274 | 22,8 

Collodion= == See eS On| e500 1} 30] 430) 81) 81 }410 |385 | 3) 471 | 31,4 
Immunisés d’aprés Ka- 

MARINI 6 AG est palates 25) 360) 270) 120) 24}22] 42) 4) 4] 84! | 73,4 
Sperme — graine nor- 

TVG Clam emer oe Oe |e 2d 10] 270} 244/137) 34}/15| 6) 4] 2) 722 | 70,7 

NEMOusw sO A800 e200) 442 oe SAIS pad eee Sie 2: 4.073 | 32,5 


D’aprés ces données, on remarque surtout le retard «des 
éclaireurs ». Dans ce cas, comme dans un autre, on observe 
un retard des éclaireurs, retard d’un jour avec immunisation 
habituelle, de deux jours avec immunisation au collodion, de 
trois jours avec limmunisation 4 la gélatine et de trois a 
quatre jours avec la celloidine. Les enveloppes influent moins 
sur le temps d’éclosion maximale. Avec l’immunisation habi- 
tuelle, les jours de ]’éclosion maxima coincident avec la graine 
non-immunisée ; avec immunisation au collodion, a la géla- 
tine, ou la celloidine, le retard n’est que d’un ou deux jours. 
On observe une relation étroite entre le retard et le degré 
de la réactivation de la graine. Plus le retard de l’éclosion est 
erand, moins forte est l’éclosion. 

Ce fait, noté par hasard, est trés intéressant, car il montre 
la résistance trés grande de la graine a sa réactivation. Pres- 
que sans air, elle conserve néanmoins sa capacité vitale. L’ana- 
lyse de la graine non réactivée par la gélatine, le collodion et 
la celloidine nous a montré que la majorité des ceuls conte- 
naient des chenilles complétement développées, mais la plupart 
avaient péri, parce qu’elles n’avaient pu rompre la membrane 
supplémentaire trop épaisse. 
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Le retard dans l’éclosion des chenilles sous linfluence des 
membranes colloidales peut s’expliquer aussi bien par l’ab- 
sence d’oxygéne, que par le temps nécessaire pour rompre les 
membranes. Si pour les témoins il faut dix & quinze minutes, 
la rupture de la membrane colloidale exige douze heures et 
méme plus. 

Des résultats nettement positifs ont été obtenus le 8 mars 
dans immunisation de la graine avec |’émulsion de graine 
pébrinée. 

Voici les données de ces expériences : 


Exprrience 214. — Ghenilles immunisées. 


AGE 
auquel s’étail 
effectuée 
Vinfection 


Premier. 
Troisieme. 
Cinquiéme 


NOMBRE 
de papillons 
examinés 


NOMBRE 
de papillons 
infectés 


ExprErience 22. — Témoin n° 24. 


AGE 
auquel s’était 
effec tuée 
Vinfection 


NOMBRE 
de papillons 
examinds 


NOMBRE 
de papillons 
infectés 


DEGRE 
dinfection 
p- 100 


DEGRE 
@infection 
p- 100 


Premier. 
Troisiéme. 
Cinquiéme. 


Ces expériences confirment nettement que Vimmunité arti- 
ficielle envers la pébrine est possible. L’infection artificielle 
intense des chenilles immunisées avec des feuilles abondam- 
ment couvertes de spores de pébrine, n’a donné aucun résultat. 
Lors de l’infection a la fin du premier Age, l’examen microsco- 
pique du papillon, n’a montré aucun organisme pébrineux, 
tandis que chez le témoin il y en avait 93,5 p. 100. L’infection 
au troisitme 4ge ne donna que 3,4 p. 100 des individus infec- 
tés et le témoin en avait 74,3 p. 100. Enfin, & Vinfection au 


IMMUNISATION DU VER A SOIE CONTRE LA PEBRINE 209 


cinquiéme Age, le taux des individus infectés du lot expéri- 
mental était de 6,6 p. 100, et pour le témoin 96,6 p. 100. Il est 
évident que cette augmentation du taux des chenilles infectées 
n’est pas accidentelle, mais dépend en quelque sorte de l’Age 
de leur infection. 

Il semblerait exister une relation entre ]’Age de la chenille 
et son immunité acquise et que, avec l’Age, l’immunité des 
chenilles diminue réguliérement. 

On nota, en méme temps, des données sur le poids moyen 
du cocon brut des lots immunisés et des témoins. 

Le pesage des cocons des lots immunisés a donné les résul- 
tats suivants : 


POIDS GENERAL POIDS MOYEN 


NUMERO NOMBRE 
de la série de cocons des cocons du cocon 
hae ee, Pen. Ss... cee 450 374 2,49 
eee Sa tinct ans eee 450 : 375 2,50 
RUT weenie, ek are, eral «ose est 450 370 2,46 


Chez les témoins le poids des cocons était le suivant : 


NUMERO. NOMBRE POIDS GENERAL POIDS MOYEN 
de la série de cocons des cocons du cocon 
see eters iclats ene ss ee 104 224 eat?) 
1 ee bes tical oc SO ra ae 450 372 2,48 
DA ee ae, Retierene © 6) Het di Chater 150 365 2,43 


En rapprochant ces résultats on peut voir que le poids 
moyen du cocon des témoins II et HI différe trés peu du poids 
moyen des lots immunisés. Mais le poids moyen de la I”* série 
de témoins est de 0 gr. 3 plus faible que les autres. On peut 
en conclure que probablement |’immunisation n’influe pas 
sur le changement du poids du cocon, mais que |’infection 
précoce des chenilles non immunisées avec la pébrine, pos- 
séde une influence négative sur leur développement. 

Une partie des graines immunisées, qui (le 20 avril) avait 
donné des résultats positifs, avant sa réactivation, fut traitée 
pendant cing minutes par une solution d’acide chlorhydrique, 
4 1/40 (expérience n° 23), une autre partie (durant ce méme 
temps) fut traitée par une solution de formol a 4 p. 100 (expé- 


rience n° 26); l’acide chlorhydrique était employé comme 
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destructeur de l’antigsne. Si l’immunité s’était conservée 
méme aprés l’action de l’acide chlorhydrique sur ]’antigéne, 
on aurait pu admettre la pénétration du parasite 4 travers la 
membrane et l’acquisition de l’immunité avant l’éclosion de 
la chenille. Le formol était employé comme désinfectant de 
la pébrine et pour dénaturer l’antigéne. Si immunisation 
des chenilles avait réussi aprés le traitement avec la solution 
de formol A 4 p. 100, on aurait pu affirmer que l’immunisa- 
tion par un antigéne non-vivant est possible. Dans ces condi- 
tions il aurait été possible d’affirmer que l’immunisation ne 
peut servir 4 la propagation de la pébrine. 

En vérifiant ces données on a obtenu les résultats suivants : 


ExpfriENcE 23. — Traitement de la graine immunisée 
par lV’acide chlorhydrique. 


GHERO NOMBRE NOMBRE POURCENTAGE 
ler Tar Scio de papillons de papillons des 
Coe Ae euke examinés infectés infectés 
Me ars Bie, igh neck eae eee wre ec oat Ee as 158 453 96,8 
les voip tole eon preg al nats aeons MenO 92 88,4 
kere ER Ye: nd kee eee tie 105 90 Soea 
Expérience 28. — Traitement par la solution de formol a 4 p. 100 
avant la réactivation de la graine immunisée. 
NEaeRO NOMBRE NOMBRE POURCENTAGE 
de Iaeéiic de papillons de papillons _ des 
examinés infectés infectés 
Le Bie gia Cen ae ee 85 76 89,4 
otis.) oa Nance irae ice Seg cae. aa 150 440 93,3 
INU age te sae art IGS hy aetna. 153 58 37,4 


D’aprés ces expériences on voit que le traitement ultérieur 
de la graine immunisée par l’acide chlorhydrique et le formol 
détruit complétement l’immunité. 

Ces expériences doivent avant tout mettre en lumiére la 
nécessité de la conservation soigneuse de la graine aprés son 
immunisation. Il est évident, que la graine immunisée hiber- 
nante doit subir l’influence négative du changement de réaction 
de la litiére sur laquelle elle est disposée, de son mouillage, 
des conditions d’humidité de sa conservation et du développe- 
ment a sa surface de quelques microorganismes psychrophiles. 

D’autre part, les expériences en question excluent Vhypo- 


_o.- 
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thése peu probable de la pénétration du parasite de la pébrine 
a travers la membrane de la graine immunisée en hibernation 
ou en incubation, et étayent une hypothése plus naturelle, a 
Savoir que le ver a soie recoit l’antigéne juste au moment 
ou il rompt la coquille. Enfin, ces mémes expériences ne 
nous donnent pas encore le droit d’affirmer la possibilité de 
l’immunisation par le parasite tué. 

L’immunité artificielle contre la Nosema est strictement spé- 
cifique. Comme |’ont montré les expériences, les chenilles sont 
extrémement résistantes 4 l’infection de la pébrine et, de 
méme que les individus non immunisés, sont facilement infec- 
tées par d’autres maladies, telles que la grasserie ou la fla- 
cherie. Nous avons observé le développement intense de la 
flacherie et de la grasserie chez des chenilles immunisées 
contre la pébrine non seulement dans les élevages expérimen- 
taux, mais aussi a la Station d’Etat de la Soie, & Frounzé, 
ou il y avait plus de 100 boites de graine immunisée. 

Nos expériences avec des élevages d’été et d’automne, entre- 
prises en vue d’obtenir l’immunité pour ces générations, n’ont 
pas donné de résultats positifs, malgré tous nos efforts pour 
créer des conditions assurant le succés de l’immunisation habi- 
tuelle de printemps. Dans ce but nous placions 4 la glaciére la 
graine vivifiée par l’acide chlorhydrique, ot elle séjournait de 
huit 4 vingt et un jours, et nous l’immunisions par différents 
antigénes spécifiques aussitét aprés qu’elle était apportée de 
la glaciére et quelque temps aprés. 

Ce phénoméne se trouve probablement avant tout en rapport 
avec les différentes conditions cecologiques des chenilles au 
printemps et en été. En été, ces conditions sont moins favo- 
rables et les organismes aussi sont moins résistants. Lors de 
immunisation des générations d’été et d’automne, les che- 
nilles, au lieu d’immunité, acquiérent |’infection. 

En quoi consiste, donc, la nature du phénoméne immuno- 
biologique de Karakhan? 

En se fondant sur les données générales théoriques, tou- 
chant la présence d’une immunité non stérilisante dans les 
infections & protozoaires, il faudrait s’attendre 4 un phéno- 
méne analogue dans ce cas. Cependant, nous appuyant sur 
analyse microscopique habituellement admise en séricicul- 
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ture, il n’est pas possible de faire une telle supposition. [En 
effet, il n’existe pas de retard dans le développement des che- 
nilles immunisées par rapport au développement des che- 
nilles saines. L’examen microscopique, ainsi que celui des 
papillons, donne des résultats négatifs. L’examen microsco- 
pique des chenilles qui viennent d’éclore et qui proviennent 
des papillons immunisés, d’aprés les données de nos recher- 
ches, donne aussi des résultats négatifs. Néanmoins, les résul- 
tats en question n’excluent pas, mais au contraire fortifient 
l’explication du phénoméne de Karakhan par une immunité 
non stérilisante. 

La présence de l’immunité non stérilisante confirme avant 
tout l’impossibilité d’obtenir lV’immunité @ l’aide d’antigéne 
tué. Nos expériences, sus-mentionnées avec traitement de la 
eraine immunisée par le formol, ont donné des résultats néga- 
tifs. Nous avons également obtenu des résultats négatifs en 
immunisant l’élevage d’été avec des coques conservées du 
printemps, aprés éclosion des chenilles immunisées. Il est évi- 


dent, que l’antigéne tué par la dessiccation n’exerce également: 


aucun effet positif. Enfin, |l’impossibilité d’immuniser en 
général les élevages d’été et d’automne, peut étre expliquée 
par l’existence de |’immunité non stérilisante, parce que les 
conditions d’été, moins favorables pour les chenilles, affai- 
blissent leur organisme et au lieu d’immunité leur donnent 
Vinfection habituelle de la pébrine. 

Mais alors ces questions se posent : A quel stade d’évolution 
se trouve le parasite de la pébrine dans l’organisme du ver a 
soie immunisé? Pourquoi le parasite ne passe-t-il pas par le 
cycle évolutif habituel et pourquoi ne provoque-t-il pas dans 
les chenilles l’infection habituelle? 

On trouve des indications précieuses concernant toutes ces 
questions dans Je travail classique de Stempell. Ce dernier 
note que, dans un cas, il a observé le parasite, cing jours aprés 
Vinfection de la chenille, presque exclusivement au stade de 
planonte. Il suppose, que « l’on se trouve en présence d’un 
cas d’immunité, ot les tissus de la chenille opposérent une 
résistance si intense a la pénétration et a l’évolution ullérieure 
du parasite, que cela conduisit seulement A la multiplication 
anormale et 4 l’accroissement des planontes ». En d’autres 


— 
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termes, il y a d’abord infection habituelle ; le parasite pénétre 
dans l’intestin de Ja chenille et le germe amiboide donne le 
stade de planonte. Le planonte pénétre dans I’intestin et se mul- 
tiplie dans l’espace intertissulaire, dans Vhémolymphe. L’évo- 
lution ultérieure du parasite, c’est-a-dire sa transformation 
en stade de méronte, n’a pas lieu, puisque l’organisme est 
immun. Grace a la résistance élevée de la chenille, le planonte 
n'est pas capable de pénétrer dans les cellules individuelles. 
se rétablit alors un équilibre, favorable a la chenille: la pré- 
sence du parasite dans son organisme maintient son insensi- 
bilité et, de cette facon, le préserve contre une superinfection. 
La conservation de l’immunité empéche le passage du _pla- 
nonte au stade le plus nuisible pour ]’organisme, celui de mé- 
ronte, et le développement des chenilles suit un cours tout a 
fait normal. 

Pourquoi, alors, avec l’immunisation d’aprés Karakhan 
Vinfection n’a-t-elle pas leu ? Il faut chercher la réponse 
dans l'état spécial du parasite qui se trouve dans |’ wuf hiber- 
nant et qui est utilisé en qualité d’antigéne. Il est évident 
que seuls les stades initiaux de la pébrine, affaiblis par la 
conservation a la surface de la coquille de la graine immunisée, 
par les températures basses et la dessiccation, ne donnent pas 
Vinfection habituelle, mais conduisent a ]’état d’immunité. I 
est de plus nécessaire d’avoir également en vue la résistance 
élevée de l’organisme de la chenille venant d’éclore dans |’éle- 
vage de printemps. 

On sait, depuis longtemps déja, que les organismes qui vien- 
nent de naitre, manifestent trés souvent une haute résistance 
envers les infections a4 l’immunité non stérilisante. 

C’est ainsi qu’on a noté une haute résistance des animaux 
jeunes envers les piroplasmes. Ce fait est si connu qu'on 
recommande d’importer le bétail en bas age dans les localités 
menacées par la piroplasmose, car les animaux malades en 
bas Age s’acclimatent. 

Un phénoméne analogue s’observe dans l’immunisation con- 
tre la tuberculose d’aprés Calmette, ot l’on recommande Jus- 
tement d’immuniser les nouveau-nés avec un vaccin affaibli, 
le BCG. 

Pour résoudre définitivement la question de la nature du 
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phénoméne de Karakhan, il faudrait suivre directement l’évo- 
lution du planonte dans l’organisme de Ja chenille immunisée. 
Jusqu’é présent nous ne savons pas combien de temps le 
parasite peut rester au stade de planonte. Les recherches mi- 
nutieuses que nous avons faites concernant les stades de l’hé- 
molymphe et des espaces intertissulaires des différents orga- 
nes (6pithélium de l’intestin, tégument cutané, glandes séri- 
cigénes) des chenilles immunisées au cinquiéme age, ont donné 
des résultats négatifs. Il est probable que, vers ce moment, I’or- 
ganisme devient stérile et que par suite les papillons et la 
eraine des chenilles immunisées sont stériles également. 


CONCLUSIONS. 


4° L’immunisation artificielle de la graine saine par |’émul- 
sion de graine pébrinée, d’aprés la méthode proposée par 
G. Karakhan, donne en effet une immunité stable, strictement 
spécifique, contre le Nosema. 

2° L’immunisation de la graine par l’antigéne tué par le for- 
mol, ou desséché, ne donne pas de résultats positifs. Les anti- 
génes non-spécifiques, tels que le blanc d’ceuf, la graine saine, 
le sperme, la gélatine, le collodion et la celloidine, sous forme 
de membranes colloidales 4 la surface de la graine vivifiée, ne 
conférent pas ’immunité. Leur action s’exprime avant tout 
par un retard de un a deux jours et plus dans la vivification 
de la graine. 

3° L’explication de la nature du phénoméne immunobiologi- 
que de Karakhan doit étre probablement recherchée dans 
l’immunité non stérilisante. 


——— le 


RECHERCHES 
SUR LA PRESENCE ET LA REPARTITION DU BORE 
DANS LES GISEMENTS DE SELS POTASSIQUES D’ALSACE 


par GaprigL BERTRAND. 


Le bore existe en petite quantité dans les eaux marines. Sa 
présence a été signalée dans ces eaux par Forchlammer en 
1864 (4). Quelques années plus tard, en 1877, Dieculafait a 
essayé de la doser : en examinant & la flamme une eau-mére 
trés concentrée de marais-salant, il a estimé que la quantité de 
métalloide contenue dans |’eau de mer naturelle de la Médi- 
terranée devait étre au minimum de 2 décigrammes par métre 
cube (2). 

Nous avons trouvé, Agulhon et moi, en 1944, a l’aide d’une 
méthode personnelle beaucoup plus exacte, 56 milligr. 3 
d’acide borique (BO,H;) par litre d’eau de la Méditerranée, ce 
qui correspond & 9 gr. 85 de bore par métre cube (3). Beau- 
coup plus récemment, en 1931, V. M_ Goldschmidt et 
Cl. Peters, par la mesure spectrale de l’intensité des raies 
produites dans un arc a électrodes de cuivre, ont évalué la 
teneur en anhydride borique (B,0,) de l’eau de 1’Atlantique 
& environ 30 grammes par métre cube, chiffre correspondant 
a 9 gr. 3 de métalloide, en accord aussi bon que possible avec 
le notre, vu la méthode employée (4). 

Les dépéts de sel gemme, les dépéts de sels potassiques et 


(1) Philosophical Transactions of the royal Soc., 155, 1"° partie, 1865, 
p. 203. 

(2) Ann. Chim. Phys., 12, 5° série, 1877, p. 318. 

(3) Bull. Soc. chim., 45, 4° série, 1914, en note au bas de la page 293. 

(4) Nachrichten von der Gesells. d, Wissensc. zu Gottingen, 4° partie, 
1931, p. 402 et p. 528. 
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magnésiens comme ceux de Stassfurt et d’Alsace, devant pro- 
venir de l’évaporation d’eau de mer aux temps géologiques, 
il est probable qu’ils ont da retenir des proportions de bore 
plus ou moins grandes, suivant le degré de concentration de 
la liqueur salée dans laquelle ils ont pris naissance. Certains 
de ces dépéts sont exploités comme engrais. D’autre part, le 
bore doit ¢tre considéré aujourd’hui comme un élément cons- 
titutif de la matiére végétale (5). Ces considérations mont 
conduit & rechercher dans quelle proportion le bore pouvait 
exister dans nos gisements potassiques de 1’Est (6). 

Grace 4 l’obligeance de la Direction des Services scienti- 
fique et agricole de la Société des Potasses d’Alsace, que je 
suis heureux de remercier ici, j’ai pu disposer de deux séries 
de blocs qui, mis bout 4 bout, représentaient : la premiére, 
une tranche verticale compléte de la couche supérieure de 
sylvinite (7) exploitée dans la mine Amélie, la seconde, une 
tranche également compléte de la couche inférieure du méme 
minéral exploitée dans la mine Joseph Else. 

Ces tranches ou couches de sylvinite sont formées par la 
superposition de plusieurs dépéts salins, d’épaisseurs trés 
différentes, allant de quelques centimétres 4 plus d’un métre, 
séparés par de minces feuillets d’argile grise. La couche de 
la mine Amélie comportait seulement trois dépédts de cette 
sorte, tandis qu'il y en avait vingt-huit dans la couche Joseph 
Else. J’ajouterai que la couleur des dépdts salins était loin 
d’étre uniforme : le plus souvent nulle ou blanc gris, elle 
était parfois franchement grise, parfois rasée ou méme rouge ; 


? 


(5) Voir nolamment : Gabriel Bertrand, C. R. Ac. d’Agricult., 24, 
1935, p. 983 et p. 1039. 

(6) En analysant le résidu insoluble dans l’eau de divers sels des 
mines de Stassfurt, de Vienenburg et de Ascherleben, W. Biltz et 
KE. Marcus n’ont pas trouvé d’acide borique dans un échantillon de 
kainite, dans un de polyhalite, un de sylvine, un de sylvinite et trois 
de carnallite ; par contre, ils ont dosé (calculé en B,O,) de 0,010 a 
0,047 p. 100 dans quatre échantillons de kieserite, de 0,010 a 0,201 
dans neuf de carnallite, 0,102 et 0,158 dans deux de sel gemme. Mais 
ils ont négligé l’acide borique qui pouvait exister dans la partie soluble 
(Z. fiir anorg. Chem., 72, 1911, p. 302). 

(7) Mélange en proportions variées de chlorures de potassium et de 
sodium. Voir 4 ce sujet : Cam. Horst, Note sur la composition de la 
sylvinite. (Bull. Soc. ind. Mulhouse, 90, 1924, p. 497). 


ae 
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elle variait, en outre, non seulement d’un dépot & un autre, 
mais aussi suivant la hauteur dans un méme dépot. 

Pour les analyses, des prélévements ont été faits a diverses 
hauteurs, dans |’épaisseur méme des blocs, afin d’éviter les 
souillures de la surface, et la technique de dosage suivante a 
été utilisée. 

300 milligrammes de se] en poudre fine tiré d’un préléve- 
ment ont été mis dans une capsule de platine avec quelques 
centimétres cubes d’eau pure pour dissoudre ce qui était solu- 
ble ; on a ajouté de III & V gouttes de NaOH normale pure et 
on a évaporé au bain-marie. On a chauffé ensuite au rouge 
naissant, pour volatiliser ou charbonner les matiéres orga- 
niques. 

Le résidu refroidi a été finement pulvérisé dans la capsule 
méme avec un pilon d’agate et introduit dans le ballon de 
l’appareil distillatoire. On s’est servi de la solution d’acide 
phosphorique (5 cent. cubes) et de l’alcool méthylique (20 cent. 
cubes) dans cette partie des opérations de maniére a ne pas 
perdre de parcelle du résidu salin. 

Aprés une premiére distillation, on a procédé & une seconde 
de lavage avec seulement 10 cent. cubes d’alcool méthylique. 

Le distillat, recueilli directement dans une capsule de pla- 
tine contenant V gouttes de NaOH normale pure a été évaporé 
& sec au bain-marie. 

Enfin, on a repris le résidu de l’évaporation par 0c. c. 5 
d’eau, acidulé avec IV gouttes de CIH décanormal (gouttes 
égales a celles de la soude), transvasé dans une petite éprou- 
vette jaugée a 1c. c. 8, amené au trait avec eau de lavage 
et procédé A l’examen au papier de curcuma, en observant 
les détails autrefois décrits en collaboration avec Agulhon (8). 

Huit échantillons de sels ont été prélevés dans la couche 
Amélie et autant dans la couche Joseph Else, les uns aux 
dépens de zones incolores, les autres de zones diversement 
colorées. Les résultats sont rassemblés dans le tableau ci- 
apres : 


(8) Bull. Soc. chim., 15, 4° série, 1914, p. 197. 
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TABLEAU lL. 


MINE AMELIE MINE JOSEPH ELSE 


Bore 
en milligr. 
par 
kilogr. 


Bore Hauteur 
en milligr. des 
prélévements 
en centimétres 


Hauteur 
des 
prélévements (1) 
en centimétres 


Couleur Couleur 


des zones des zones 


Environ 20 .| Incolore. 

Environ 25 .| Incolore. 

Environ 50 .| Incolore. Environ 

Environ .| Incolore. Environ .| Incolore. 
Environ 115 .| Incolore. Environ .| Rouge. 
Environ 133 .| Rose. 2 Environ .| Incolore. 


Environ 145 .| Rouge. y Environ -| Rose. 
AGG Sala ec ll raiser, 398 aOo OEE GLISes 


(1) Gomptée a partir du bas de la couche. 


Une premiére différence s’impose a l’observation quand on 
compare ces résultats entre eux : celle qui existe entre les 
deux zones grises (156-157 Amélie, et 398-399 Joseph Else), 
situées au voisinage de l’argile limitant vers le haut (toit de 
mine) les couches de sylvinite, d’une part, et les zones doni 
Vensemble constitue la masse presque totale de ces couches, 
d’autre part. : 

Les zones grises supérieures, en contact avec de l’argile 
et probablement méme colorées par la présence d’une quantité 
notable de celle-ci, sont beaucoup plus riches en bore que 
les autres : 10 et 20 milligrammes par kilogramme au lieu 
de 4 a 6. 

Cette différence m’a amené & déterminer le bore dans les 
enduits d’argile encore fixés aux faces supérieures et infé- 
rieures des couches de sylvinite et aussi dans quelques-uns des 
feuillets argileux intermédiaires. La détermination a été faite 
sur 200 milligrammes de substance, séparée aussi bien que 
possible de la masse saline & laquelle elle adhérait parfois 
fortement, et selon la technique rappelée plus haut. Voici tes 
chiffres trouvés (Tableau II). 

Ainsi, largile adhérant aux faces inférieures et supérieures 
des couches de sylvinite, celle aussi qui sépare les divers 
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TasBLeav II. 


MINE AMELIE MINE JOSEPH ELSE 


Bore Bore 
en milligr. en milligr. 
par par 
kilogr. par kilogr. 


Emplacement des feuillets 


Emplacement des feuillets 


A la face inférieure de la A la face inférieure de la 
couche couche 
A la hauteur de 142 cen- A Ja hauteur de 324 cen- 
timétres timétres 
A la hauteur de 120 cen- A la hauteur de 282 cen- 
timétres timétres 
A la face supérieure de Ala hauteur de 347 cen- 
la couche timétres 
A la face supérieure de 
la couche 


dépéts salins dont ces couches sont formées, renferme des 
quantités relativement trés fortes de bore (9). 

A la lumiére de cette constatation, il devient facile d’inter- 
préter les résultats obtenus par le dosage du métalloide dans 
la sylvinite d’Alsace : 

4° Les zones incolores ou faiblement colorées, dont 1’en- 
semble constitue la masse principale des couches salines, ne 
renfermeraient que de 1 4 2 milligrammes de bore par kilo- 
gramme, c’est-a-dire de 1 & 2 grammes par tonne. 

2° Les zones fortement colorées en gris ou en rouge auraient 
une teneur d’autant plus forte qu’elles contiendraient une 
plus grande quantité de matiére colorante ; on y trouverail 
de 2 & 6 milligrammes de bore par kilogramme. 

3° Enfin, les minces zones de sels en contact avec les dépéts 
argileux renfermeraient, probablement en raison de cette 
proximité, une proportion plus élevée encore du métalloide. 


(9) Encore certains des prélévements analysés étaient-ils mélangés de 
sylvinite. Ces résultats sont 4 rapprocher de ceux qui ont été publiés 
par Goldschmidt et Peters, d’aprés lesquels les sédiments argileux 
marins renfermaient beaucoup plus de bore que les granits et nom- 
bre de roches d’origine volcanique (Nacht. Gesells. Wiss. Géttingen, 
citées plus haut), et de ceux de W. Biltz et E. Marcus qui ont dosé 
jusqu’a 0,40 p. 100 de B,O, dans des argiles retirés des sels de Stassfurt 


(loc. cit.), 
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Quant a4 l’argile, elle serait d’une richesse telle que sa 
teneur en bore pourrait atteindre plusieurs centaines de fois 
celle du minerai alcalin dont elle souligne les dépéts successifs. 

Au point de vue de la fabrication rationnelle des engrais, 
les résultats et les observations que je viens d’exposer pour- 
ront servir de guide a la réalisation de mélanges renfermant 
des quantités relatives de potassium et de bore conformes aux 
besoins des plantes cultivées. 


Le Gérant: G. Masson. 


Paris. — Ancn* imp. de la Cour d’Appel, 1, rue Cassette. — 1938. 
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